
(57)【要約】
本発明は概して卵巣特異的遺伝子（ O1-180、 O1-184および O1-236）およびそれらがコード
するタンパク質に関する。また、生殖組織における細胞増殖性障害または細胞変性障害を
検出する方法も提供する。さらにまた本発明は、卵巣特異的遺伝子と相互作用する化合物
および /または卵巣特異的遺伝子の発現または活性を調整する化合物のスクリーニング方
法も提供する。これらの化合物は避妊薬および /または妊娠薬である可能性がある。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 11の 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 13の 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ３ 】
薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が O1-180遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 す る 請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が O1-180遺 伝 子 の 転 写 を 増 進 す る 請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が 小 分 子 で あ る 請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 請 求 項 3の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が DNAま た は RNAで あ る 請 求 項 9の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
作 動 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を さ ら に 含
む 請 求 項 9の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
O1-180活 性 を 阻 害 す る 請 求 項 11の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
O1-180活 性 を 刺 激 す る 請 求 項 11の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
避 妊 を 調 整 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180活 性 の モ ジ
ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 減 少 さ せ る こ と の で
き る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
動 物 が 雌 で あ る 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
動 物 が 雄 で あ る 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
妊 性 を 強 化 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180活 性 の モ ジ
ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 増 加 さ せ る こ と の で
き る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
O1-180活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-180ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 細 胞 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
前 記 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、
O1-180発 現 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 存 在 下 で の 前 記 O1-180発 現 を 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で
の O1-180発 現 の 発 現 と 比 較 す る ス テ ッ プ
を 含 み 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で の O1-180の 発 現 と 比 較 し た 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー 存 在 下 で の O1-180の 発 現 の 相 違 に よ り 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 O1-180発 現 の
モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る と 同 定 さ れ る 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
O1-180の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
単 離 さ れ た O1-180ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 等 価 物 を 取 得 す る ス テ ッ プ 、
O1-180ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 を 候 補 化 合 物 と 混 合 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
O1-180の 活 性 に 対 す る 前 記 候 補 化 合 物 の 効 果 を 測 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
O1-180の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-180ま た は そ の O1-180結 合 断 片 を 候 補 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び
前 記 化 合 物 が O1-180ま た は そ の O1-180結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
、 そ し て 、
さ ら に 前 記 化 合 物 が O1-180ま た は O1-180と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 調 整 す る か ど う
か を 決 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
O1-180と 結 合 す る 相 互 作 用 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-180タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を あ る 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び
前 記 化 合 物 が O1-180に 結 合 し た か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
O1-180活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） （ 1） 調 節 可 能 な 1つ ま た は 複 数 の O1-180タ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 （ 2） 1つ ま た は 複 数 の O
1-180タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト 、 ま た は （ 3） 1つ ま た は 複 数 の O1-180タ ン パ ク 質
遺 伝 子 の ノ ッ ク イ ン 、 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 を 用 意 す る こ と 、
（ b） ス テ ッ プ （ a） の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 に 対 し て そ れ ぞ れ 対 照 動 物 か ら な る 第
2の 群 を 用 意 す る こ と 、 お よ び
（ c） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 お よ び 対 照 動 物 群 を 候 補 O1-180調 整 化 合 物 に 暴 露 す る こ
と 、 お よ び
（ d） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 と 対 照 動 物 群 と を 比 較 し 、 ト ラ ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け
る 不 妊 ま た は 妊 性 に 関 係 す る 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 効 果 を 対
照 動 物 と 比 較 し て 決 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ i） 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る の に 適 し た 条 件 下 で 少 な く と も 1つ の 真 核 細 胞 を 培 養 す る
こ と （ こ こ に 、 前 記 細 胞 は 、
a） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 DNA結 合 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン
ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
b） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ
ン ト を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と の
結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び
c） 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受 け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要
素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す ）
を 含 む ） 、
（ ii） 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 前
記 ペ プ チ ド 結 合 対 の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と 、
を 含 み 、
前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド が O1-180ペ プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 卵
巣 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の レ ス キ ュ ー
ス ク リ ー ン で あ っ て 、
（ i） 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る た め ま た は そ の よ う な 表 現 型 の 不 在 を 検 出 す る た め の 条
件 下 で 少 な く と も 1つ の 真 核 細 胞 を 培 養 す る こ と （ こ こ に 、 前 記 細 胞 は 、
a） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ
ン ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
b） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ
メ ン ト を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と の
結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び
c） 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受 け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要
素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表 現 型 の 発 揮 を 妨 げ る ） 、
（ ii） 選 択 し た 表 現 型 の 発 揮 を 妨 げ る レ ポ ー タ 要 素 の 発 現 に 試 験 ペ プ チ ド が 影 響 を 及 ぼ す
か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 O1-180と 相 互 作 用 す る 試 験 ペ プ チ ド の 能 力 を 検 出 す る
こ と
を 含 み 、
前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド が O1-180ペ プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 卵
巣 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
O1-180の 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
当 該 タ ン パ ク 質 を 候 補 結 合 パ ー ト ナ ー に 暴 露 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
前 記 候 補 結 合 パ ー ト ナ ー が O1-180に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-236発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が O1-236遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 す る 請 求 項 26の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が O1-236遺 伝 子 の 転 写 を 増 進 す る 請 求 項 26の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 26の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が 小 分 子 で あ る 請 求 項 26の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 請 求 項 26の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が DNAま た は RNAで あ る 請 求 項 31の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
作 動 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を さ ら に 含
む 請 求 項 31の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
O1-236活 性 を 阻 害 す る 請 求 項 34の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
O1-236活 性 を 刺 激 す る 請 求 項 34の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
避 妊 を 調 整 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-236活 性 の モ ジ
ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 減 少 さ せ る こ と の で
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き る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
動 物 が 雌 で あ る 請 求 項 37の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
動 物 が 雄 で あ る 請 求 項 37の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
妊 性 を 強 化 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-236活 性 の モ ジ
ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 増 加 さ せ る こ と の で
き る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-236ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 細 胞 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、
前 記 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、
O1-236発 現 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 存 在 下 で の 前 記 O1-236発 現 を 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で
の O1-236発 現 の 発 現 と 比 較 す る ス テ ッ プ
を 含 み 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で の O1-236の 発 現 と 比 較 し た 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー 存 在 下 で の O1-236の 発 現 の 相 違 に よ り 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 O1-236発 現 の
モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る と 同 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
O1-236の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
単 離 さ れ た O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 等 価 物 を 取 得 す る ス テ ッ プ 、
O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 を 候 補 化 合 物 と 混 合 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
O1-236の 活 性 に 対 す る 前 記 候 補 化 合 物 の 効 果 を 測 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
O1-236の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-236ま た は そ の O1-236結 合 断 片 を 候 補 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び
前 記 化 合 物 が O1-236ま た は そ の O1-236結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と
、 そ し て 、
さ ら に 前 記 化 合 物 が O1-236ま た は O1-236と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 調 整 す る か ど う
か を 決 定 す る こ と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
O1-236と 結 合 す る 相 互 作 用 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
O1-236タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を あ る 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び
前 記 化 合 物 が O1-236に 結 合 し た か ど う か を 決 定 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
O1-236活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） （ 1） 調 節 可 能 な 1つ ま た は 複 数 の O1-180タ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 （ 2） 1つ ま た は 複 数 の O
1-236タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト 、 ま た は （ 3） 1つ ま た は 複 数 の O1-236タ ン パ ク 質
遺 伝 子 の ノ ッ ク イ ン 、 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 を 用 意 す る こ と 、
（ b） ス テ ッ プ （ a） の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 に 対 し て そ れ ぞ れ 対 照 動 物 か ら な る 第
2の 群 を 用 意 す る こ と 、 お よ び
（ c） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 お よ び 対 照 動 物 群 を 候 補 O1-236調 整 化 合 物 に 暴 露 す る こ
と 、 お よ び
（ d） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 と 対 照 動 物 群 と を 比 較 し 、 ト ラ ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け
る 不 妊 ま た は 妊 性 に 関 係 す る 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 効 果 を 対
照 動 物 と 比 較 し て 決 定 す る こ と
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ i） 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る の に 適 し た 条 件 下 で 少 な く と も 1つ の 真 核 細 胞 を 培 養 す る
こ と （ こ こ に 、 前 記 細 胞 は 、
a） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 DNA結 合 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン
ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
b） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ
ン ト を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と の
結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び
c） 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受 け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要
素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す ）
を 含 む ） 、
（ ii） 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 前
記 ペ プ チ ド 結 合 対 の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と 、
を 含 み 、
前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド が O1-236ペ プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 卵
巣 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の レ ス キ ュ ー
ス ク リ ー ン で あ っ て 、
（ i） 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る た め ま た は そ の よ う な 表 現 型 の 不 在 を 検 出 す る た め の 条
件 下 で 少 な く と も 1つ の 酵 母 細 胞 を 培 養 す る こ と （ こ こ に 、 前 記 酵 母 細 胞 は 、
a） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ
ン ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
b） 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ
メ ン ト を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と の
結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び
c） 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受 け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要
素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表 現 型 の 発 揮 を 妨 げ る ） 、
（ ii） 選 択 し た 表 現 型 の 発 揮 を 妨 げ る レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 に 試 験 ペ プ チ ド が 影 響 を 及 ぼ
す か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 O1-236と 相 互 作 用 す る 試 験 ペ プ チ ド の 能 力 を 検 出 す
る こ と
を 含 み 、
前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド が O1-236ペ プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 卵
巣 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
O1-236の 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
当 該 タ ン パ ク 質 を 候 補 結 合 パ ー ト ナ ー に 暴 露 す る ス テ ッ プ 、 お よ び
前 記 候 補 結 合 パ ー ト ナ ー が O1-236に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 概 し て 卵 巣 特 異 的 遺 伝 子 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 本 願 は
、 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/106,020号 （ 1998年 10月 28日 出 願 ） に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る 国 際
出 願 第 PCT/US99/25209号 （ 1999年 10月 28日 出 願 ） の 一 部 継 続 出 願 で あ る 米 国 特 許 出 願 第 09
/844,864号 （ 2001年 4月 27日 出 願 ） の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
生 殖 発 生 お よ び 性 機 能 は 遺 伝 的 に 決 定 さ れ る 事 象 と 生 理 学 的 事 象 の 両 方 が 関 与 す る 複 雑 な
過 程 で あ る 。 こ れ ら の 過 程 が ど の よ う な 調 節 を 受 け る か を 特 徴 づ け る に は 、 こ れ ら の 過 程
に 関 与 す る 重 要 な タ ン パ ク 質 遺 伝 子 産 物 を 同 定 す る 必 要 が あ る 。 哺 乳 類 の 卵 形 成 お よ び 卵
胞 形 成 の 初 期 相 で は 重 要 な 分 子 事 象 が 起 こ る が 、 今 ま で の と こ ろ 、 同 定 さ れ 十 分 に 特 徴 づ
け ら れ た 「 候 補 」 調 節 分 子 は ほ と ん ど な い 。 下 垂 体 か ら 分 泌 さ れ る 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ LH
） お よ び 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） な ど の エ ン ド ク リ ン 因 子 と 、 卵 母 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る
パ ラ ク リ ン 因 子 は 、 ど ち ら も 卵 胞 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 、 い く つ か の 研 究 に よ っ て 示
唆 さ れ て い る 。 FSHお よ び LHは 、 卵 母 細 胞 の 成 長 お よ び 成 熟 な ら び に 卵 母 細 胞 減 数 分 裂 能
力 の 維 持 に 必 要 な 顆 粒 膜 細 胞 お よ び 莢 膜 細 胞 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 同 様 に 、 卵
母 細 胞 も 正 常 な 顆 粒 膜 細 胞 機 能 お よ び 莢 膜 細 胞 機 能 に 必 要 な 因 子 を 分 泌 す る だ ろ う 。 卵 母
細 胞 の 成 長 は 周 囲 の 体 細 胞 （ す な わ ち 最 初 は 顆 粒 膜 細 胞 、 後 に 莢 膜 細 胞 ） の 発 育 お よ び 成
長 と 協 調 す る の で 、 初 期 段 階 で の 分 子 事 象 を 理 解 す る こ と に よ り 、 卵 母 細 胞 と 体 細 胞 の 間
の 互 恵 的 相 互 作 用 を 媒 介 す る パ ラ ク リ ン 因 子 、 栄 養 ホ ル モ ン の 刺 激 に 対 す る 応 答 能 力 の 発
達 、 お よ び 卵 胞 動 員 の 過 程 に 関 し て 、 重 要 な 手 が か り が 得 ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
合 成 エ ス ト ロ ゲ ン お よ び プ ロ ゲ ス チ ン を 含 有 す る ス テ ロ イ ド の 投 与 に よ る 視 床 下 部 -下 垂
体 -性 腺 生 殖 軸 の 破 壊 は 最 も 古 い ホ ル モ ン 避 妊 法 の 一 つ で あ る 。 し か し 、 米 国 医 学 研 究 所
（ Institute of Medicine） の 最 新 の 報 告 で は 、 新 し い 避 妊 手 段 の た め の 戦 略 を 開 発 す る
こ と の 重 要 性 が 強 調 さ れ て い る 。 こ の 報 告 に よ る と 、 一 部 の 婦 人 用 長 期 避 妊 戦 略 は 、 排 卵
の 抑 制 、 受 精 の 防 止 、 ま た は 受 精 卵 の 子 宮 内 膜 へ の 着 床 の 妨 害 を 含 む 。 ま た 、 約 15％ の 夫
婦 は 不 妊 で あ り 、 そ れ ら の 症 例 の 約 40％ で は 、 女 性 が そ の 不 妊 の 唯 一 の 原 因 で あ る と 考 え
ら れ る 。 し た が っ て 、 新 し い 避 妊 薬 の 標 的 候 補 と な り う る 新 規 卵 巣 特 異 的 遺 伝 子 産 物 を 同
定 す る こ と は 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
卵 巣 の 一 機 能 は 、 受 精 お よ び 初 期 胚 発 生 に 必 要 な タ ン パ ク 質 お よ び 因 子 を す べ て 供 給 す る
能 力 を 完 全 に 持 っ て い る 卵 母 細 胞 を 産 生 す る こ と で あ る 。 卵 母 細 胞 由 来 の mRNAお よ び タ ン
パ ク 質 は 、 精 子 核 膜 、 精 子 核 の 脱 凝 縮 （ プ ロ タ ミ ン の 除 去 を 含 む ） 、 精 子 DNAで の ヒ ス ト
ン の 集 合 お よ び ク ロ マ チ ン 凝 縮 、 卵 母 細 胞 の 卵 成 熟 の 完 了 お よ び 第 二 極 体 の 放 出 、 雄 性 前
核 お よ び 雌 性 前 核 の 形 成 、 雄 性 前 核 お よ び 雌 性 前 核 の 融 合 、 DNAの 複 製 、 な ら び に 接 合 子
お よ び 初 期 胚 分 割 の 開 始 に 必 要 で あ る ［ Perreault（ 1992） の 総 説 が あ る ］ 。 精 子 は 主 と
し て DNAを 含 む （ す な わ ち 細 胞 質 ま た は 核 質 を 含 ま な い ） の で 、 卵 母 細 胞 由 来 の 因 子 が 必
要 で あ り 、 哺 乳 動 物 に お け る 初 期 受 精 後 事 象 に 必 要 な 因 子 の 多 く は 卵 母 細 胞 の 卵 成 熟 中 に
獲 得 さ れ る （ McLayお よ び Clarke、 1997） 。 卵 母 細 胞 は 異 種 精 子 核 ま た は 異 種 体 細 胞 核 を
効 率 よ く 前 核 に 作 り か え る こ と が で き る の で 、 こ れ ら の 卵 母 細 胞 タ ン パ ク 質 は 進 化 の 過 程
で 高 度 に 保 存 さ れ て い る と 予 想 さ れ る （ Perreault、 1992） 。 精 子 ク ロ マ チ ン の 修 飾 に ヒ
ス ト ン が 関 与 す る 点 は 体 細 胞 と 似 て い る が 、 こ れ ら の 過 程 に 関 与 す る 他 の 非 ヒ ス ト ン タ ン
パ ク 質 は 哺 乳 動 物 で は わ か っ て い な い 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis） の 場 合 、
精 子 脱 凝 縮 の 鍵 因 子 は 、 10年 以 上 前 に 単 離 さ れ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン で
あ る （ Burglinら 、 1987； Dingwallら 、 1987） 。 精 子 ク ロ マ チ ン 脱 凝 縮 は 精 子 が 卵 子 に 進
入 し た 後 に 起 こ る 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 場 合 、 卵 細 胞 質 グ ル タ チ オ ン に よ る プ ロ タ ミ ン
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 減 少 も 重 要 で あ る が 、 精 子 核 の 脱 凝 縮 を 開 始 す る に は ヌ ク レ オ プ ラ ス
ミ ン （ ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン Aま た は Xnpm2と も 呼 ば れ る ） が 必 要 で あ り 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ
ン が あ れ ば 十 分 で あ る （ Philpottら 、 1991） 。 酸 性 の 熱 安 定 性 タ ン パ ク 質 で あ る ヌ ク レ オ
プ ラ ス ミ ン は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 卵 母 細 胞 お よ び 卵 の 核 内 に も っ と も 豊 富 に 存 在 す る
タ ン パ ク 質 で あ り 、 核 タ ン パ ク 質 全 体 の 7～ 10％ を 占 め て い る （ Krohneお よ び Franke、 198
0a； Millsら 、 1980） 。 卵 核 胞 崩 壊 後 に 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン ［ 卵 核 質 に 存 在 す る が DNAに
は 結 合 し て い な い （ Millsら 、 1980） ］ は 卵 質 中 に 放 出 さ れ 、 そ こ で プ ロ タ ミ ン を 強 固 に
結 合 し て 、 精 子 進 入 か ら 5分 以 内 に プ ロ タ ミ ン を 精 子 核 か ら 取 り 除 く こ と に よ り 、 精 子 脱
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凝 縮 を も た ら す よ う に 機 能 す る （ Ohsumiお よ び Katagiri、 1991； Philpottお よ び Leno、 19
92； Philpottら 、 1991） 。 こ の 過 程 に よ り 、 続 い て 卵 子 ヒ ス ト ン が 精 子 DNAを 結 合 す る こ
と が で き る よ う に な る 。 卵 子 抽 出 物 か ら ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン を イ ム ノ デ ィ プ リ ー シ ョ ン す
る と 精 子 脱 凝 縮 が 妨 げ ら れ る （ Philpottら 、 1991） 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン と プ ロ タ ミ ン と
の 直 接 的 相 互 作 用 が イ ン ビ ト ロ 実 験 で 観 察 さ れ た が 、 そ の 観 察 か ら 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン
は プ ロ タ ミ ン に 1： 1の 比 で 結 合 す る こ と 、 お よ び ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 中 の ポ リ グ ル タ ミ ン
酸 区 間 が 、 プ ロ タ ミ ン へ の 結 合 に 決 定 的 な 役 割 を 果 た す こ と が 示 唆 さ れ る （ Iwataら 、 199
9） 。 興 味 深 い こ と に 、 卵 母 細 胞 核 、 受 精 卵 の 雄 性 も し く は 雌 性 前 核 、 ま た は 2細 胞 胚 の 核
へ の 精 子 DNAの 注 入 は 精 子 脱 凝 縮 に つ な が る こ と か ら （ Maedaら 、 1998） 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス
ミ ン は こ れ ら の 段 階 の す べ て で 機 能 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は 五 量 体
と し て ヒ ス ト ン と 相 互 作 用 す る こ と も で き る （ Earnshawら 、 1980； Laskeyら 、 1993） 。 ヌ
ク レ オ プ ラ ス ミ ン は ヒ ス ト ン H2Aお よ び H2Bに 特 異 的 に 結 合 し 、 ヒ ス ト ン H3お よ び H4を 結 合
す る タ ン パ ク 質 N1/N2と 共 に 、 DNAで の ヌ ク レ オ ソ ー ム 構 築 を 促 進 す る こ と が で き る （ Dilw
orthら 、 1987； Laskeyら 、 1993） 。 し た が っ て こ れ ら の 知 見 か ら 、 卵 形 成 中 な ら び に 卵 形
成 中 と 受 精 時 に 、 卵 母 細 胞 由 来 の ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は 雌 性 前 核 お よ び 雄 性 前 核 と 相 互 作
用 し 、 ヒ ス ト ン と 相 互 作 用 し 、 ク ロ マ チ ン 構 築 に 何 ら か の 形 で 必 要 と さ れ て い る こ と が 示
唆 さ れ る （ Laskeyら 、 1993； Philpottら 、 1991） 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン に 対 し て 低 い ホ モ
ロ ジ ー を 持 つ 「 遍 在 的 」 タ ン パ ク 質 が 哺 乳 動 物 お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） で
ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る が （ Chanら 、 1989； Crevelら 、 1997； Itoら 、 1996； MacArthurお
よ び Shackleford、 1997b； Schmidt-Zachmannお よ び Franke、 1988） 、 哺 乳 動 物 で の 卵 母 細
胞 等 価 オ ル ソ ロ グ は ま だ 同 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
卵 巣 内 の 基 本 機 能 単 位 は 卵 胞 で あ り 、 こ れ は 卵 母 細 胞 と そ れ を 取 り 巻 く 体 細 胞 と か ら な っ
て い る 。 雌 性 哺 乳 動 物 に お け る 妊 性 は 、 月 経 周 期 の 中 期 に 受 精 可 能 な 卵 母 細 胞 を 排 卵 す る
グ ラ ー フ （ 排 卵 前 ） （ 排 卵 前 ） 卵 胞 を 卵 巣 が 産 生 す る こ と が で き る か ど う か に 依 存 し て い
る （ Ericksonお よ び Shimasaki、 2000） 。 卵 胞 形 成 と 呼 ば れ る こ の 過 程 に は 、 卵 巣 外 因 子
と 卵 巣 内 因 子 と の 精 密 な 協 調 的 調 節 が 必 要 で あ る （ Richardsら 、 1995） 。 卵 母 細 胞 -体 細
胞 コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン は 古 く か ら 重 要 で あ る と 認 識 さ れ て き た が （ Falck、 1959） 、 視 床
下 部 レ ベ ル （ す な わ ち GnRH） お よ び 下 垂 体 前 葉 レ ベ ル （ す な わ ち FSHお よ び LH） で の 卵 巣
外 調 節 ホ ル モ ン に 関 す る 知 識 に 比 し て 、 卵 巣 内 の パ ラ ク リ ン 因 子 お よ び オ ー ト ク リ ン 因 子
に つ い て は 、 ほ と ん ど わ か っ て い な い 。 卵 母 細 胞 が 分 泌 す る 因 子 は 、 卵 胞 形 成 中 に 、 周 囲
の 顆 粒 膜 細 胞 の 増 殖 を 促 進 し 、 こ れ ら の 細 胞 の 早 す ぎ る 黄 体 化 を 抑 制 す る こ と を 示 す 証 拠
が 、 蓄 積 さ れ つ つ あ る （ El-Foulyら 、 1970； Channing、 1970） 。 卵 母 細 胞 因 子 は 、 ヒ ア ル
ロ ン 酸 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 因 子 （ uPA） 、 LH受 容 体 、 ス テ ロ イ ド お よ び
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の 顆 粒 膜 細 胞 に よ る 合 成 の 制 御 に 関 係 づ け
ら れ て い る （ El-Foulyら 、 1970； Nekolaお よ び Nalbandov、 1971； Salustriら 、 1985； Van
derhydenら 、 1993； Eppigら 、 1997a, b） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
最 近 、 卵 母 細 胞 内 に い く つ か の 新 規 調 節 タ ン パ ク 質 が 発 見 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ
成 長 因 子 b（ TGF-b） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 成 長 分 化 因 子 9（ GDF-9ま た は Gd
f9） は も っ と も 重 要 な シ グ ナ リ ン グ 因 子 の 一 つ で あ る 。 マ ウ ス の 場 合 、 GDF-9の 卵 母 細 胞
で の 発 現 は 一 次 卵 胞 段 階 で 始 ま り 、 排 卵 ま で 持 続 す る （ McGrathら 、 1995； Elvinら 、 2000
） 。 雌 Gdf9 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 3b型 （ 一 次 ） 卵 胞 段 階 で 卵 胞 形 成 が 妨 害 さ れ 、 顆 粒 膜
細 胞 の 成 長 お よ び 分 化 、 莢 膜 細 胞 形 成 お よ び 卵 母 細 胞 の 減 数 分 裂 能 力 の 欠 損 を 伴 う の で 、
不 妊 で あ る （ Dongら 、 1996； Carabatsosら 、 1998； Elvinら 、 1999A） 。 ま た 、 組 換 え GDF-
9は 、 ヒ ア ル ロ ナ ン シ ン タ ー ゼ 2（ Has2） 、 シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 2（ Cox2） 、 ス テ ロ イ ド
産 生 急 性 調 節 タ ン パ ク 質 （ StAR） 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2受 容 体 EP2、 ペ ン タ ラ キ シ ン （ p
entaraxin） 3、 LH受 容 体 お よ び uPAを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す （ Elvinら 、
1999B； Elvinら 、 2000） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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視 床 下 部 -下 垂 体 -性 腺 軸 の 鍵 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 重 要 な ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス モ
デ ル が 、 卵 巣 欠 損 を 持 つ 4つ の モ デ ル を 含 め て 、 い く つ か 作 出 さ れ て い る 。 性 腺 /下 垂 体 ペ
プ チ ド で あ る イ ン ヒ ビ ン が 欠 損 し て い る マ ウ ス は 、 わ ず か 4週 齢 で 現 れ る 卵 巣 腫 瘍 ま た は
精 巣 腫 瘍 の 発 症 に よ り 、 続 発 性 不 妊 を 呈 す る （ Matzukら 、 1992） 。 II型 ア ク チ ビ ン 受 容 体
（ ） が 欠 損 し て い る マ ウ ス は 成 体 期 ま で 生 き 延 び る が 、 生 殖 欠 損 を 示 す 。 雄 マ ウ ス
に は 精 巣 サ イ ズ の 低 下 が み ら れ 、 妊 性 の 遅 延 が 認 め ら れ る （ Matzukら 、 1995） 。 こ れ に 対
し て 、 雌 マ ウ ス は 初 期 胞 状 卵 胞 段 階 で の 卵 胞 形 成 に 不 妊 に つ な が る 障 害 を 持 つ 。 FSHホ メ
オ ス タ シ ス に ア ク チ ビ ン が 果 た す 既 知 の 役 割 と 合 致 し て 、 こ れ ら の ノ ッ ク ア ウ ト マ
ウ ス で は 、 下 垂 体 FSHレ ベ ル と 血 清 中 FSHレ ベ ル の 両 方 が 劇 的 に 低 下 す る 。 FSHb遺 伝 子 の 突
然 変 異 の せ い で FSHが 欠 損 し て い る 雌 マ ウ ス は 不 妊 で あ る （ Kumarら 、 1997） 。 し か し こ れ
ら の マ ウ ス で は 、 胞 状 卵 胞 形 成 の 前 に 、 早 期 に 卵 胞 形 成 が 妨 害 さ れ る 。 し た が っ て 、 FSH
は 多 層 前 胞 状 卵 胞 の 形 成 に は 必 要 な い が 、 胞 状 卵 胞 形 成 へ の 進 行 に は 必 要 で あ る 。 最 後 に
、 成 長 分 化 因 子 ９ （ ） ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 使 っ て 、 卵 胞 発 育 の ど の 段 階 で GDF-9が
必 要 と さ れ る か が 決 定 さ れ て い る （ Dongら 、 1996） 。 卵 巣 内 で は 、 mRNAの 発 現 は 卵 母
細 胞 に 限 定 さ れ 、 初 期 の 単 層 一 次 卵 胞 段 階 で 認 め ら れ 、 排 卵 ま で 持 続 す る 。 GDF-9が 存 在
し な い と 、 一 次 卵 巣 段 階 を 越 え て 正 常 な 卵 胞 を 呈 示 す る こ と が で き な い 卵 巣 に な る 。 単 層
の 顆 粒 膜 細 胞 に よ っ て 取 り 囲 ま れ た 卵 母 細 胞 が 存 在 し 、 そ れ ら は 組 織 学 的 に は 正 常 で あ る
よ う に 見 え る が 、 正 常 な 二 層 型 の 卵 胞 は 存 在 し な い 。 単 層 段 階 を 越 え た 卵 胞 は 異 常 で あ り
、 異 型 顆 粒 膜 細 胞 を 含 み 、 こ れ ら の 細 胞 の 非 対 称 な 成 長 を 示 す 。 さ ら に ま た 、 光 学 顕 微 鏡
お よ び 電 子 顕 微 鏡 に よ る と 、 こ れ ら の ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で は 、 莢 膜 細 胞 層 が 形 成 さ れ
な い （ Dongら 、 1996； Elvinら 、 1999） 。 し た が っ て 、 体 細 胞 に よ っ て 合 成 さ れ 卵 母 細 胞
成 長 に 影 響 を 及 ぼ す kitリ ガ ン ド お よ び 他 の 成 長 因 子 と は 対 照 的 に 、 GDF-9は 体 細 胞 機 能 に
必 要 な 卵 母 細 胞 由 来 成 長 因 子 と し て 互 恵 的 に 機 能 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は 、 3つ の 卵 巣 特 異 的 お よ び 卵 母 細 胞 特 異 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 O1-180（ 配 列
番 号 1、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13） 、 O1-184（ 配 列 番 号 3） お よ び O1-236（ 配
列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8； 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 14） 、 そ れ ら が コ ー ド す る
タ ン パ ク 質 産 物 、 そ の 断 片 お よ び 誘 導 体 、 な ら び に こ れ ら の タ ン パ ク 質 産 物 と 免 疫 反 応 す
る 抗 体 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び そ の タ ン パ ク 質 産 物 は 、 さ ま ざ ま な 細 胞 増 殖 性
障 害 ま た は 細 胞 変 性 障 害 、 特 に 卵 巣 腫 瘍 が 関 わ る も の 、 例 え ば 胚 細 胞 腫 瘍 お よ び 顆 粒 膜 細
胞 腫 、 ま た は 不 妊 、 例 え ば 早 発 性 卵 巣 機 能 不 全 な ど に 関 係 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
し た が っ て 一 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236に 関 係 す る 卵 巣 起 源 の
細 胞 増 殖 性 障 害 ま た は 細 胞 変 性 障 害 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 も う 一 つ の 態 様 と し て 、
本 発 明 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 異 常 な 発 現 レ ベ ル と 関 係 す る 細 胞 増 殖 性 障 害 ま
た は 細 胞 変 性 障 害 を 、 そ れ ぞ れ の 活 性 を 抑 制 ま た は 強 化 す る こ と に よ っ て 処 置 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
特 定 の 一 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180、 O1-184お
よ び /ま た は O1-236発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 モ ジ ュ レ ー タ
ー は O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236遺 伝 子 の 転 写 を 抑 制 ま た は 増 進 す る こ と が で き
る 。 本 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 タ ン パ ク 質 、 小 分 子 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ り う る 。 具 体 的 に 述 べ る と 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は DNAま た は RNAで あ る 。
さ ら な る 態 様 で は 、 本 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 的 に 連 結 し た 状 態 で
発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し た O1-180、 O1-184お よ び
/ま た は O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ る 。 本 組 成 物 は O1-180、 O1-18
4お よ び /ま た は O1-236活 性 を 阻 害 ま た は 刺 激 し う る 。 本 組 成 物 は タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ
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ド 配 列 、 小 分 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 避 妊 を 調 整 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中
に 分 散 し た O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に
投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 減 少 さ せ る こ と の で き る 方 法 で あ る 。 動 物 は 雄 で
も 雌 で も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
も う 一 つ の 態 様 は 、 妊 性 を 強 化 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 分 散 し
た O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る
こ と を 含 み 、 前 記 の 量 が 受 胎 を 増 加 さ せ る こ と の で き る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
さ せ る 細 胞 を 用 意 す る ス テ ッ プ 、 前 記 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ 、
O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236発 現 を 測 定 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 候 補 モ ジ ュ レ ー タ
ー 存 在 下 で の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236発 現 を 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で
の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236発 現 の 発 現 と 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 候 補 モ ジ
ュ レ ー タ ー 不 在 下 で の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 発 現 と 比 較 し た 、 候 補 モ ジ
ュ レ ー タ ー 存 在 下 で の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 発 現 の 相 違 に よ り 、 当 該 候
補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る
と 同 定 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 一 特 定 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 を
同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 単 離 さ れ た O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま
た は そ の 機 能 等 価 物 を 取 得 す る ス テ ッ プ 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ポ リ ペ プ
チ ド ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 を 候 補 化 合 物 と 混 合 す る ス テ ッ プ 、 お よ び O1-180、 O1-184お
よ び /ま た は O1-236の 活 性 に 対 す る 前 記 候 補 化 合 物 の 効 果 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法
で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
も う 一 つ の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ま た は そ の O1-180、 O1-18
4お よ び /ま た は O1-236結 合 断 片 を 候 補 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び 前 記 化 合 物 が O1-180
、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ま た は そ の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236結 合 パ ー ト
ナ ー に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と 、 そ し て さ ら に 前 記 化 合 物 が O1-180ま た は O1-180
と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 調 整 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236と 結 合 す る 相 互 作 用 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236タ ン パ ク 質 ま た
は そ の 断 片 を あ る 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び 前 記 化 合 物 が O1-180、 O1-184お よ び /ま
た は O1-236に 結 合 し た か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
も う 一 つ の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 を 同
定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ 1） 調 節 可 能 な 1つ ま た は 複 数 の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-
236タ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 （ 2） 1つ ま た は 複 数 の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236タ ン パ
ク 質 遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト 、 ま た は （ 3） 1つ ま た は 複 数 の O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O
1-236タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ノ ッ ク イ ン 、 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 を 用 意 す る こ
と 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 群 に 対 し て そ れ ぞ れ 対 照 動 物 か ら な る 第 2の 群 を 用 意 す る
こ と 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 お よ び 対 照 動 物 群 を 候 補 O1-180、 O1-184お よ び /
ま た は O1-236調 整 化 合 物 に 暴 露 す る こ と 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 群 と 対 照 動 物 群
と を 比 較 す る こ と 、 お よ び ト ラ ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 不 妊 ま た は 妊 性 に 関 係 す る 1つ

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-502324 A 2005.1.27



ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 当 該 化 合 物 の 効 果 を 対 照 動 物 と 比 較 し て 決 定 す る こ と を
含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
特 定 の 態 様 と し て 、 本 発 明 は 、 ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作
用 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る の に 適 し た 条 件 下 で 少 な く と も 1
つ の 真 核 細 胞 を 培 養 す る こ と ［ こ こ に 、 前 記 細 胞 は 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 DNA結 合 ド メ
イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ
プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 （ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と
の 結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ
ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受 け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要 素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ
ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す ） を 含 む ］ 、 選 択 し た 表 現 型 を も た ら す レ ポ
ー タ ー 要 素 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 前 記 ペ プ チ ド 結 合 対 の 結 合 相 互 作 用 を 検
出 す る こ と を 含 み 、 前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド が O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ペ
プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 生 殖 組 織 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ
ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 生 殖 組 織 が 卵 巣 ま た は 精 巣 で あ
る 。 他 の 生 殖 組 織 と し て 子 宮 、 膣 、 卵 管 、 頸 部 、 性 腺 、 輸 精 管 、 前 立 腺 、 精 嚢 お よ び 精 巣
上 体 も 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
も う 1つ の 態 様 は 、 ペ プ チ ド 結 合 対 の 第 1ペ プ チ ド と 第 2ペ プ チ ド の 結 合 相 互 作 用 を 検 出 す
る た め の レ ス キ ュ ー ス ク リ ー ン で あ っ て 、 選 択 し た 表 現 型 を 検 出 す る た め ま た は そ の よ う
な 表 現 型 の 不 在 を 検 出 す る た め の 条 件 下 で 少 な く と も 1つ の 真 核 細 胞 を 培 養 す る こ と （ こ
こ に 、 前 記 細 胞 は 、 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の DNA結 合 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 1ペ プ チ ド ま
た は そ の セ グ メ ン ト を 含 む 第 1異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 転 写
活 性 化 タ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン に 接 合 さ れ た 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト
を 含 む 第 2異 種 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ こ こ で は 、 第 1ペ プ チ ド ま
た は そ の セ グ メ ン ト と 第 2ペ プ チ ド ま た は そ の セ グ メ ン ト と の 結 合 に よ っ て 、 転 写 活 性 化
タ ン パ ク 質 が 復 元 さ れ る ） 、 お よ び 復 元 さ れ た 転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 の 正 の 転 写 制 御 を 受
け て 活 性 化 さ れ る レ ポ ー タ ー 要 素 （ こ こ で は 、 前 記 レ ポ ー タ ー 要 素 の 発 現 が 、 選 択 し た 表
現 型 の 発 揮 を 妨 げ る ） 、 選 択 し た 表 現 型 の 発 揮 を 妨 げ る レ ポ ー タ 要 素 の 発 現 に 試 験 ペ プ チ
ド が 影 響 を 及 ぼ す か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236
と 相 互 作 用 す る 試 験 ペ プ チ ド の 能 力 を 検 出 す る こ と 、 を 含 み 、 前 記 第 1ま た は 第 2ペ プ チ ド
が O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ペ プ チ ド で あ り 、 他 方 が 試 験 ペ プ チ ド 、 好 ま し く
は 生 殖 組 織 内 に 存 在 す る 選 択 さ れ た ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 で あ る 方 法 で あ る 。 特 定 の 態 様
で は 、 生 殖 組 織 が 卵 巣 ま た は 精 巣 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に も う 一 つ の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 結 合 パ ー ト ナ ー を 同 定
す る 方 法 で あ っ て 、 当 該 タ ン パ ク 質 を 結 合 パ ー ト ナ ー 候 補 に 暴 露 す る ス テ ッ プ 、 お よ び 前
記 結 合 パ ー ト ナ ー 候 補 が O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236に 結 合 す る か ど う か を 決 定
す る ス テ ッ プ を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 、 卵 巣 の 発 育 お よ び 機 能 を 研 究 す る た め の 、 重 要 な イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 試
薬 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 試 薬 の 考 え う る 用 途 は 広 範 囲 に わ た り 、 発 生 の 研 究 道 具 と し て の
使 用 か ら 癌 に 対 す る 治 療 用 試 薬 に ま で 及 ぶ と 予 想 さ れ る 。 こ れ ら 新 規 卵 巣 遺 伝 子 産 物 の 主
用 途 は 、 婦 人 の 排 卵 を 可 逆 的 ま た は 不 可 逆 的 に 妨 害 す る た め の 候 補 避 妊 手 段 を 評 価 す る た
め の 試 薬 と し て 、 そ れ ら を 使 用 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 新 規 卵 巣 遺 伝 子 産 物 は 、 い く つ
か の 形 態 の ヒ ト 不 妊 ま た は 婦 人 科 癌 も し く は 他 の 生 殖 組 織 関 連 癌 に 関 係 す る こ れ ら の シ グ
ナ リ ン グ 経 路 の 構 成 要 素 に お け る 遺 伝 子 突 然 変 異 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に も 役 立 つ と 予
想 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の 遺 伝 子 ま た は シ グ ナ リ ン グ 経 路 に 突 然 変 異 を 持 つ ヒ ト の 表 現 型
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に よ っ て は 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 新 規 卵 巣 遺 伝 子 産 物 を 試 薬 ツ ー ル と し て 使 用 す る こ
と に よ り 、 母 性 効 果 遺 伝 子 と し て 、 卵 形 成 、 卵 胞 形 成 お よ び /ま た は 初 期 胚 形 成 を さ ら に
研 究 す る た め の 突 然 変 異 マ ウ ス を い く つ か 作 出 し よ う と 考 え る だ ろ う 。 そ の よ う な ノ ッ ク
ア ウ ト マ ウ ス モ デ ル に よ り 、 女 性 の 生 殖 に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の 役 割 に 関 す る 重 要
な 洞 察 が 得 ら れ 、 新 し い 避 妊 手 段 を 評 価 す る た め の 実 用 的 試 薬 と し て こ れ ら の 遺 伝 子 産 物
を 使 用 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
上 記 の 説 明 は 、 以 下 に 述 べ る 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 が よ り 良 く 理 解 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の
特 徴 お よ び 技 術 上 の 利 点 を か な り 大 ま か に 概 説 し た も の で あ る 。 以 下 に 、 本 願 特 許 請 求 の
範 囲 の 主 題 を 形 成 す る 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 を 説 明 す る 。 本 明 細 書 に 開 示 す る 概 念
お よ び 特 定 態 様 は 、 同 じ 本 発 明 の 目 的 を 果 た す た め に 他 の 構 造 を 変 更 ま た は 設 計 す る 際 の
基 礎 と し て す ぐ に 利 用 で き る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 ま た 、 そ の よ う
な 等 価 な 構 築 物 は 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 す る 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 し な い
こ と も 、 当 業 者 に は わ か る は ず で あ る 。 そ の 構 成 と 作 動 方 法 の 両 方 に 関 し て 本 発 明 に 特 有
で あ る と 考 え ら れ る 新 規 な 特 徴 は 、 さ ら な る 目 的 お よ び 利 点 と 共 に 、 以 下 の 説 明 を 添 付 の
図 面 と 一 緒 に 考 慮 す る こ と に よ り 、 よ り 良 く 理 解 さ れ る だ ろ う 。 た だ し 、 各 図 面 は 本 発 明
を 例 示 し 説 明 す る た め だ け に あ る の で あ っ て 、 各 図 面 が 本 発 明 の 範 囲 を 規 定 す る も の で は
な い こ と は 、 明 確 に 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 が よ り 完 全 に 理 解 さ れ る よ う に 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 、 本 発 明 を 以 下 に 説 明 す る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 願 に 開 示 す る 発 明 に は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 さ ま ざ ま な 態
様 お よ び 変 更 が 可 能 で あ る こ と は 、 当 業 者 に は 明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 願 に お い て 、 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び /ま た は 明 細 書 中 に 「 を 含 む （ comprising） 」 と い
う 用 語 と 一 緒 に 「 a」 ま た は 「 an」 と い う 単 語 を 使 用 す る 場 合 、 こ れ は 「 1つ 」 を 意 味 し う
る が 、 「 1つ 以 上 」 「 少 な く と も 1つ 」 お よ び 「 1つ ま た は 複 数 」 の 意 味 と も 一 致 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 動 物 」 と い う 用 語 は 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ゾ ウ 、 ネ
コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス な ど の 哺 乳 動 物 を 指 す 。 特 定 の 態 様 で は 、 動 物 は ヒ ト で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgEな ど の
任 意 の 免 疫 学 的 結 合 剤 を 、 広 く 表 す も の と す る 。 一 般 的 に は IgGお よ び /ま た は IgMが 好 ま
し い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 、 生 理 学 的 状 況 で も っ と も よ く 見 ら れ る 抗 体 で あ り 、 研 究 室 で
も 最 も 容 易 に 作 製 す る こ と が で き る か ら で あ る 。 し た が っ て 当 業 者 で あ れ ば 、 「 抗 体 」 と
い う 用 語 は 、 抗 原 結 合 領 域 を 持 つ 任 意 の 抗 体 様 分 子 を 指 し 、 例 え ば Fab'、 Fab、 F(ab') 2 、
単 独 ド メ イ ン 抗 体 （ DAB） 、 Fv、 scFv（ 単 鎖 Fv） な ど の 抗 体 断 片 を 包 含 す る と 理 解 す る 。
抗 体 に 基 づ く さ ま ざ ま な コ ン ス ト ラ ク ト お よ び 断 片 を 製 造 し 使 用 す る た め の 技 術 は 、 当 技
術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 「 Antibodies: A Laboratory Manual」 （ コ ー ル ド
ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 , 1988） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 結 合 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の リ ガ ン ド に 対 し て 結 合 親 和
性 を 示 す タ ン パ ク 質 を 指 す 。 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 別 々 の 相 異 な る 遺 伝 子 か ら 産 生 さ れ う る
。 あ る 与 え ら れ た リ ガ ン ド に 関 し て 、 特 定 の 遺 伝 子 か ら 産 生 さ れ る 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 受
容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン ま た は そ の 可 溶 性 受 容 体 と は 異 な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 受 胎 」 と い う 用 語 は 、 雄 の 精 子 と 雌 の 卵 子 の 合 体 、 受 精 を 意 味 す る
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。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 避 妊 」 と い う 用 語 は 、 受 胎 の 防 止 ま た は 妨 害 を 指 す 。 し た が っ て 避
妊 具 は 、 受 胎 を 防 止 す る 任 意 の プ ロ セ ス 、 器 具 、 ま た は 方 法 を 指 す 。 よ く 知 ら れ て い る 避
妊 手 段 の 種 類 に は 、 ス テ ロ イ ド 、 化 学 的 障 壁 、 物 理 的 障 壁 、 化 学 的 障 壁 と 物 理 的 障 壁 の 併
用 、 問 題 に し て い る 生 殖 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 投 与 す る か ま た は 投 与 さ れ た 生 殖 抗 原 に 対 し
て 自 然 の 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る こ と に よ る 免 疫 避 妊 方 法 の 使 用 、 禁 欲 お よ び 永 久 的 な 外 科
手 術 な ど が あ る 。 避 妊 手 段 は 雄 ま た は 雌 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 DNA」 と い う 用 語 は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 DNAセ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 あ る 特 定 種 の ゲ ノ ム DNA全 体 か ら は
分 離 さ れ て い る DNA分 子 を 指 す 。 「 DNAセ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 に は 、 DNAセ グ メ ン ト と 、
そ の よ う な セ グ メ ン ト よ り も 小 さ い 断 片 が 包 含 さ れ 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ
ー ジ 、 ウ イ ル ス な ど を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト 」 ま た は 「 導 入 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子
産 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で い て 、 そ の 核 酸 コ ー ド 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 が 転 写 を 受 け
る 能 力 を 持 つ 、 あ ら ゆ る タ イ プ の 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト と 定 義 さ れ 、 ベ ク タ ー に 挿 入 す る
こ と が で き る 。 転 写 物 は タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る が 、 そ の 必 要 は な い 。 あ る 態 様 で は 、 遺
伝 子 の 転 写 と mRNAの 遺 伝 子 産 物 へ の 翻 訳 と の 両 方 が 、 発 現 に 含 ま れ る 。 別 の 態 様 で は 、 問
題 に し て い る 核 酸 コ ー ド 遺 伝 子 の 転 写 だ け が 、 発 現 に 含 ま れ る 。 本 発 明 で は 、 発 現 コ ン ス
ト ラ ク ト ま た は 導 入 遺 伝 子 を 指 す た め に 「 治 療 用 コ ン ス ト ラ ク ト 」 と い う 用 語 を 使 用 す る
場 合 も あ る 。 本 発 明 が 、 不 妊 を 処 置 す る た め の 治 療 法 と し て 発 現 コ ン ス ト ラ ク ト ま た は 導
入 遺 伝 子 を 利 用 す る こ と は 、 当 業 者 で あ れ ば わ か る 。 さ ら に 本 発 明 で は 、 発 現 コ ン ス ト ラ
ク ト ま た は 導 入 遺 伝 子 を 、 避 妊 の た め の 「 予 防 用 コ ン ス ト ラ ク ト 」 と し て 利 用 す る 。 し た
が っ て 「 予 防 用 コ ン ス ト ラ ク ト 」 は 避 妊 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 あ る 遺 伝 子 産 物 の 少 な く と も 一 部 を
コ ー ド し て い て 転 写 さ れ う る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る ベ ク タ ー を 指 す 。 一 部 の 例 で は 、 RNA
分 子 が さ ら に タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 。 ま た 、 他 の 例 、 例
え ば ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は リ ボ ザ イ ム を 製 造 す る 例 で は 、 こ れ ら の 配 列 は 転 写 さ れ な い
。 発 現 ベ ク タ ー は さ ま ざ ま な 制 御 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 制 御 配 列 と は 、 特 定 の 宿 主 生
物 内 で 作 動 的 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の 転 写 に 必 要 な 、 そ し て 場 合 に よ っ て は 翻 訳 に 必 要
な 核 酸 配 列 を 指 す 。 ベ ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 支 配 す る 制 御 配 列
だ け で な く 、 他 の 機 能 も 果 た す 後 述 の 核 酸 配 列 も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 機 能 的 な タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 位 を 簡 潔 に 示 す た め に 用 い ら れ る 。 こ の 機 能 的 用 語 は 、 タ ン パ ク
質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ド メ イ ン 、 ペ プ チ ド 、 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 突 然 変 異 体 を 発 現 さ せ る
か 、 ま た は そ れ ら を 発 現 さ せ る よ う に 改 造 す る こ と が で き る 、 ゲ ノ ム 配 列 、 cDNA配 列 お よ
び 操 作 さ れ た セ グ メ ン ト を 包 含 す る 。 例 え ば 、 「 天 然 遺 伝 子 」 と い う 用 語 が 、 自 分 自 身 の
調 節 配 列 を 持 つ 自 然 界 に 見 い だ さ れ る ま ま の 遺 伝 子 を 指 し 、 「 キ メ ラ 遺 伝 子 」 と い う 用 語
が 、 自 然 界 で は 一 緒 に は 見 い だ さ れ な い 調 節 配 列 と コ ー ド 配 列 を 含 む 天 然 遺 伝 子 で は な い
任 意 の 遺 伝 子 を 指 す こ と は 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 し た が っ て キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 異 な
る 供 給 源 に 由 来 す る 調 節 配 列 と コ ー ド 配 列 、 ま た は 同 じ 供 給 源 に 由 来 す る が 自 然 界 に 見 い
だ さ れ る 配 置 と は 異 な る 形 で 配 置 さ れ て い る 調 節 配 列 と コ ー ド 配 列 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 妊 性 」 と い う 用 語 は 、 生 殖 能 力 を 持 つ ま た は 受 胎 能 力 を 持 つ と い う
特 性 を 指 す 。 妊 性 は 雄 性 動 物 に も 雌 性 動 物 に も 関 係 す る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
「 過 剰 増 殖 性 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の 過 剰 増 殖 に よ っ て 起 こ る 疾 患 と 定 義 さ れ る 。 過
剰 増 殖 性 疾 患 は さ ら に 癌 と 定 義 さ れ る 。 細 胞 の 過 剰 増 殖 は 、 無 秩 序 な 成 長 、 分 化 の 欠 如 、
局 所 組 織 浸 潤 、 お よ び 転 移 を も た ら す 。 代 表 的 な 過 剰 増 殖 性 疾 患 に は 、 例 え ば 癌 ま た は 自
己 免 疫 疾 患 な ど が 含 ま れ る 。 他 の 過 剰 増 殖 性 疾 患 に は 、 血 管 閉 塞 、 再 狭 窄 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 、 ま た は 炎 症 性 腸 疾 患 を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 不 妊 」 と い う 用 語 は 、 受 胎 ま た は 子 孫 を 生 む 能 力 が な い か 、 そ の 能
力 の 低 下 を 指 す 。 不 妊 は 雄 ま た は 雌 に 存 在 し う る 。 本 発 明 で は 、 不 妊 を 強 化 す る た め ま た
は 妊 性 を 低 下 さ せ る た め に 行 わ れ る 組 成 物 の 投 与 は 可 逆 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 O1-180」 と 「 Oo1」 は 可 換 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 O1-236」 、 「 Npm2」 ま た は 「 NPM2」 は 可 換 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ペ プ チ ド 結 合 対 」 と い う 用 語 は 、 既 知 の 結 合 親 和 性 を 持 ち 、 そ の DN
A配 列 が わ か っ て い る ま た は 推 定 す る こ と が で き る 、 任 意 の ペ プ チ ド 対 を 指 す 。 ペ プ チ ド
結 合 対 の ペ プ チ ド は 、 改 変 細 胞 の 他 の ど の 成 分 に 対 し て も 、 互 い に 選 択 的 な 結 合 を 示 さ な
け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 明 細 書 に い う 「 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 」 は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ
ン グ 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 浸 透 圧 調 節 剤 、 吸 収 遅 延 剤 な ど を 包 含 す る 。 医 薬 活 性 物 質 へ の
そ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 通 常 の 媒 質 ま た
は 薬 剤 は 、 そ れ が 本 発 明 の ベ ク タ ー ま た は 細 胞 と 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 治 療 用 お よ び /
ま た は 予 防 用 組 成 物 へ の 使 用 が 考 え ら れ る 。 組 成 物 に は 追 加 活 性 成 分 も 組 み 込 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 と 定 義 さ れ る
。 さ ら に 、 核 酸 は ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー で あ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に い う 核 酸 と ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と は 可 換 で あ る 。 当 業 者 は 、 核 酸 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 こ れ を 「 ヌ
ク レ オ チ ド 」 モ ノ マ ー に 加 水 分 解 で き る と い う 一 般 知 識 を 持 っ て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ
マ ー は ヌ ク レ オ シ ド に 加 水 分 解 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に い う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は
、 例 え ば 当 技 術 分 野 で 利 用 で き る 任 意 の 手 段 に よ っ て 得 ら れ る 核 酸 配 列 、 例 え ば 組 換 え 手
段 （ す な わ ち 通 常 の ク ロ ー ニ ン グ 技 術 お よ び PCR（ 登 録 商 標 ） な ど を 使 っ て 組 換 え ラ イ ブ
ラ リ ー ま た は 細 胞 ゲ ノ ム か ら 行 わ れ る 核 酸 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ な ど ） に よ っ て 得 ら れ る 核
酸 配 列 、 お よ び 合 成 手 段 に よ っ て 得 ら れ る 核 酸 配 列 が す べ て 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ
け で は な い 。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 突 然 変 異 、 例 え ば 当 技 術 分
野 で 周 知 の 方 法 に よ る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ シ ド の 突 然 変 異 な ど を 包 含 す る こ と は
、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 通 常 一 定 の 配 列 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残
基 の 鎖 と 定 義 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 ポ リ ペ プ チ ド は 、 用 語 「 ペ プ チ ド 」 お よ び
「 タ ン パ ク 質 」 と 可 換 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の 合 成 機 構 ま た は 導 入 さ れ た 合
成 機 構 に よ っ て 認 識 さ れ る DNA配 列 で あ っ て 、 遺 伝 子 の 特 異 的 転 写 を 開 始 す る た め に 必 要
な DNA配 列 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 他 の 成 分 か
ら 分 離 す る こ と が で き る 組 成 物 を 指 す も の と し 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 そ の 天 然
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に 得 ら れ る 状 態 と 比 較 し て 、 任 意 の 程 度 に 精 製 さ れ る 。 し た が っ て 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質
ま た は ペ プ チ ド は 、 そ れ が 天 然 に 存 在 し う る 環 境 か ら 解 放 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ
ド も 指 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 RNA」 と い う 用 語 は リ ボ 核 酸 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 RNA干 渉 」 ま た は 「 iRNA」 と い う 用 語 は 、 問 題 に し て い る 特 定 遺 伝
子 を 抑 制 す る た め に 用 い ら れ る RNA分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 転 写 制 御 下 」 ま た は 「 作 動 的 に 連 結 」 と い う 用 語 は 、 RNAポ リ メ ラ
ー ゼ 開 始 お よ び 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る た め の 核 酸 に 対 し て 、 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー が 正
し い 位 置 お よ び 向 き に あ る こ と と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
卵 巣 の 生 理 機 能 、 受 精 お よ び 初 期 分 割 事 象 に 重 要 な 機 能 を 果 た し う る 他 の 新 規 卵 巣 発 現 遺
伝 子 を 同 定 す る こ と を 目 指 し て 、 本 発 明 者 ら は サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 を 使 用 し た 。 卵 形 成 、 卵 胞 形 成 、 受 精 お よ び /ま た は 初 期 胚 形 成 の 調 節 に 重 要 な い く つ
か の 新 規 卵 母 細 胞 発 現 遺 伝 子 が 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 卵 母 細 胞 特 異
的 遺 伝 子 産 物 の 一 つ 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 2（ O1-236ま た は NPM2） は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ
ル ・ ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン （ xNPM2） の 哺 乳 類 オ ル ソ ロ グ で あ る （ Burglinら 、 1987； Dingwa
llら 、 1987） 。 NMP2の 207ア ミ ノ 酸 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ
ン ま た は ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー に 対 し て 高 い ホ モ ロ ジ ー
を 示 し た （ 呼 称 ＝ 種 ： ヒ ト 遺 伝 子 、  マ ウ ス 遺 伝 子 、 お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ
エ ル 遺 伝 子 ； NPM2＝ あ ら ゆ る 種 の タ ン パ ク 質 ） 。 ヒ ト ヌ ク レ オ フ ォ ス ミ ン 遺 伝 子 （ , 
NO38と も 呼 ば れ る ； ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M23613） は ヒ ト 染 色 体 5q35に 位 置 し 、 294ア ミ ノ
酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 マ ウ ス （ 、 B23と も 呼 ば れ る , ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Q6193
7） お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ ま た は N038、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 X05496） に オ ル ソ
ロ グ を 持 つ 。 マ ウ ス 19番 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る マ ウ ス ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン /ヌ ク
レ オ フ ォ ス ミ ン ホ モ ロ グ は 、 175ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 ［ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U64450
（ MacArthurお よ び Shackleford、 1997a） ］ を コ ー ド し 、 ヒ ト ホ モ ロ グ 遺 伝 子 （ ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 AF081280） が あ る よ う で あ る 。 と は 対 照 的 に 、 お よ び 遺 伝 子
は 遍 在 的 に 発 現 し 、 マ ウ ス 遺 伝 子 の 構 造 は マ ウ ス Npm3遺 伝 子 と 比 べ る と か な り 異 な っ
て い る （ MacArthurお よ び Shackleford、 1997a） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 者 ら は 、 Npm2 cDNA配 列 を 使 っ て 、 マ ウ ス Npm2遺 伝 子 お よ び ヒ ト NPM2 cDNAお よ び 遺
伝 子 を 取 得 し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を マ ッ ピ ン グ し た 。 Npm2を 欠 く マ ウ ス は 、 初 期 受 精 後 分 割
事 象 に 異 常 が あ る た め に 、 妊 性 に 欠 損 を 持 つ 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 お よ び 卵 子 中
に 最 も 豊 富 に 存 在 す る 核 タ ン パ ク 質 の 哺 乳 類 ホ モ ロ グ の 発 見 （ Krohneお よ び Franke、 1980
a； Millsら 、 1980） は 、 哺 乳 動 物 に お け る 卵 形 成 、 受 精 お よ び 受 精 後 発 生 の 明 確 な 理 解 に
と っ て 重 要 で あ り 、 ま た お そ ら く は 哺 乳 類 ク ロ ー ン 化 実 験 に 必 要 な さ ら な る 卵 母 細 胞 因 子
を 明 ら か に す る た め に も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ま た 、 い く つ か の 研 究 に よ り 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の リ ン 酸 化 は そ の 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す
こ と が 示 さ れ て い る 。 卵 母 細 胞 （ す な わ ち 卵 巣 中 に あ る も の ） と 卵 子 （ す な わ ち 排 卵 後 、
受 精 準 備 が 整 っ た も の ） か ら 得 ら れ る 形 態 の ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン を 比 較 す る と 、 リ ン 酸 化
の レ ベ ル に 劇 的 な 相 違 が 認 め ら れ る 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 子 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は 、 卵
母 細 胞 型 よ り も か な り 大 き く 、 リ ン 酸 化 の 相 違 に よ り SDS-PAGE上 で 約 15,000ダ ル ト ン 大 き
く 移 動 す る （ Sealyら 、 1986） 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は 卵 子 で は 約 20個 の リ ン 酸 基 /タ ン パ
ク 質 を 持 つ の に 対 し て 、 卵 母 細 胞 で は ＜ 10リ ン 酸 基 /タ ン パ ク 質 で あ り 、 卵 子 キ ナ ー ゼ 調
製 物 は 卵 母 細 胞 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン を 修 飾 し て 卵 子 型 に 似 る よ う に す る こ と が で き る （ Co
ttenら 、 1986） 。 機 能 面 で は 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の こ の 過 剰 リ ン 酸 化 は 、 そ の 核 輸 送 を
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刺 激 す る と 共 に （ Vancurovaら 、 1995） 、 よ り 活 性 な 形 態 を も た ら し て 、 ヌ ク レ オ ソ ー ム
構 築 の 増 加 （ Sealyら 、 1986） お よ び 精 子 脱 凝 縮 （ Lenoら 、 1996） に つ な が る 。 過 剰 リ ン
酸 化 型 の ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 胚 形 成 の 初 期 段 階 に も 存 在 し 、 そ こ で
は 、 速 い 細 胞 周 期 お よ び DNA複 製 中 に な ん ら か の 機 能 を 果 た す と 考 え ら れ て い る （ Burglin
ら 、 1987） 。 カ エ ル NPM2と 哺 乳 類 NPM2で は セ リ ン 残 基 と ス レ オ リ ン 残 基 の 割 合 が 高 い こ と
か ら 、 哺 乳 類 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 2の リ ン 酸 化 も 哺 乳 類 卵 子 で 同 様 の 役 割 を 持 つ こ と が 示
唆 さ れ る 。 リ ン 酸 化 は 、 NPM2が い つ 作 用 す る か を 調 節 し て 、 重 要 な 時 （ す な わ ち 雄 性 お よ
び 雌 性 前 核 へ の ヒ ス ト ン 付 加 ま た は 転 写 停 止 時 ） ま で NPM2を 不 活 性 に し て お く 働 き を す る
こ と が で き る だ ろ う 。 カ エ ル NPM2に も 哺 乳 類 NPM2に も 多 数 の 推 定 キ ナ ー ゼ 部 位 が 存 在 す る
が 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ IIは ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン と 特 異 的 に 相 互 作 用 し て 、 そ れ を リ ン 酸 化
し 、 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ IIの 阻 害 剤 は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の 核 輸 送 を 遮
断 す る こ と が で き る （ Vancurovaら 、 1995） 。 興 味 深 い こ と に 、 予 想 さ れ る カ ゼ イ ン キ ナ
ー ゼ IIリ ン 酸 化 部 位 の う ち の 2つ が 、 カ エ ル ・ ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 2（ Ser125お よ び Ser177
） 、 マ ウ ス NPM2（ Thr123お よ び Ser184） な ら び に ヒ ト NPM2（ Thr127お よ び Ser191） の 間 で
保 存 さ れ て い る 。 他 の リ ン 酸 化 部 位 も 重 要 だ と 思 わ れ る が 、 イ ン ビ ボ で の カ ゼ イ ン キ ナ ー
ゼ II-NPM2相 互 作 用 が 哺 乳 動 物 で も 予 想 で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 は 3つ の 新 規 タ ン パ ク 質 O1-180（ 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 16） 、 O1-184（ 配 列 番 号 4）
、 O1-236（ 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 9） 、 そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 な ら び
に そ の 断 片 お よ び 誘 導 体 を 提 供 す る 。 O1-180、 O1-184、 O1-236の 発 現 は 高 度 に 組 織 特 異 的
で あ り 、 主 に 卵 巣 組 織 の 細 胞 で 発 現 さ れ る 。 一 態 様 と し て 本 発 明 は 、 O1-180、 O1-184ま た
は O1-236の 発 現 と 関 係 す る 卵 巣 の 細 胞 増 殖 性 障 害 ま た は 細 胞 変 性 障 害 を 検 出 す る 方 法 を 提
供 す る 。 も う 一 つ の 態 様 と し て 本 発 明 は 、 O1-O1-180、 O1-184、 O1-236の 異 常 な 発 現 と 関
係 す る 細 胞 増 殖 性 障 害 ま た は 細 胞 変 性 障 害 を 、 そ れ ぞ れ の 活 性 を 抑 制 ま た は 強 化 す る 薬 剤
を 使 っ て 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
数 多 く の 他 の 卵 巣 特 異 的 タ ン パ ク 質 が 持 っ て い る 既 知 の 活 性 に 基 づ い て 、 O1-180、 O1-184
お よ び O1-236な ら び に そ の 断 片 お よ び 誘 導 体 も 、 そ れ ら を 診 断 用 試 薬 お よ び 治 療 用 試 薬 と
し て 有 用 に す る よ う な 生 物 学 的 活 性 を 持 つ だ ろ う と 期 待 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
例 え ば GDF-9は O1-180、 O1-184お よ び O1-236と 同 様 の 発 現 パ タ ー ン を 持 つ 卵 母 細 胞 発 現 遺
伝 子 産 物 で あ る 。 GDF-9を 欠 く マ ウ ス は 卵 胞 発 達 の 極 め て 初 期 の 段 階 、 単 層 一 次 卵 胞 段 階
で 不 妊 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ Dongら ） 。 こ れ ら の 研 究 は 、 GDF-9機 能 を 遮 断
す る 薬 剤 が 避 妊 薬 と し て ヒ ト 女 性 に 有 用 で あ る だ ろ う と い う こ と を 証 明 し て い る 。 O1-180
、 O1-184お よ び O1-236は 卵 母 細 胞 で GDF-9と ほ ぼ 同 じ 発 現 パ タ ー ン を 持 つ の で （ 図 2） 、 上
記 の 知 見 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 の す べ て の い ず れ か を 欠 く マ ウ ス お よ び ヒ ト ま た は 他 の
任 意 の 哺 乳 動 物 も ま た 不 妊 で あ る だ ろ う と い う こ と を 示 唆 し て い る 。 し た が っ て こ れ ら の
遺 伝 子 産 物 の い ず れ か ま た は す べ て の 機 能 を 遮 断 す れ ば 、 避 妊 作 用 が 得 ら れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
卵 巣 特 異 的 な 発 現 を す る こ と が 見 出 さ れ て い る も う 一 つ の 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 FSHの 下 垂
体 分 泌 の 特 異 的 か つ 強 力 な ポ リ ペ プ チ ド 阻 害 物 質 イ ン ヒ ビ ン で あ る 。 イ ン ヒ ビ ン は 卵 巣 濾
胞 液 か ら 単 離 さ れ て い る 。 イ ン ヒ ビ ン は FSHを 抑 制 す る の で 、 雄 で も 雌 で も 避 妊 手 段 候 補
と し て 提 案 さ れ て い る 。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236も 卵 巣 特 異 的 ペ プ チ ド で あ る か ら 、
こ れ ら も 類 似 す る 生 物 学 的 活 性 を 持 ち う る 。 イ ン ヒ ビ ン は 一 定 の 卵 巣 腫 瘍 の マ ー カ ー と し
て 役 立 つ こ と も 示 さ れ て い る （ Lappohnら 、 1989） 。 O1-180、 O1-184、 O1-236も 卵 巣 起 源
の 原 発 性 お よ び 転 移 性 新 生 物 を 同 定 す る た め の マ ー カ ー と し て 役 立 ち う る 。 ま た 、 イ ン ヒ
ビ ン を 欠 く マ ウ ス は 、 顆 粒 膜 細 胞 腫 を 発 症 す る （ Matzukら 、 1992） 。 同 様 に 、 O1-180、 O1
-184お よ び O1-236は 、 出 生 前 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 、 発 生 異 常 ま た は 生 殖 異 常 の 指 標
と し て 役 立 ち う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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精 巣 に よ っ て 産 生 さ れ 雄 の 胚 で 起 こ る ミ ュ ラ ー 管 の 退 化 を 担 っ て い る ミ ュ ラ ー 管 抑 制 因 子
（ MISま た は 抗 ミ ュ ラ ー ホ ル モ ン ） ペ プ チ ド は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る ヒ ト 卵 巣 癌 の 成 長
を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Donahoeら 、 1981） 。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236も 同
様 に 機 能 す る 可 能 性 が あ り 、 し た が っ て 例 え ば 卵 巣 癌 処 置 剤 な ど の 抗 癌 剤 の 標 的 に な り う
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
O1-180、 O1-184お よ び O1-236タ ン パ ク 質 、 そ の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 哺 乳
動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） の 妊 性 を 抑 制 す る （ 例 え ば 避 妊 薬 と し て 作 用 す る ） 薬 剤 を 同 定 す る た
め に 使 用 で き る 。 ま た 、 O1-180、 O1-184お よ び O1-236な ら び に そ の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト は 、 哺 乳 動 物 の 妊 性 を 強 化 す る （ 例 え ば イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ 受 精 の 成 功
率 を 向 上 さ せ る ） 薬 剤 を 同 定 す る た め に も 使 用 で き る 。 ま た 、 こ れ ら の 卵 母 細 胞 発 現 遺 伝
子 産 物 ま た は 類 縁 の 卵 母 細 胞 発 現 遺 伝 子 産 物 の ア ッ セ イ を 、 不 妊 の 型 （ 例 え ば こ れ ら の 遺
伝 子 産 物 の 活 性 を 解 析 す る ア ッ セ イ で ） ま た は 他 の 疾 患 （ 例 え ば 胚 細 胞 腫 瘍 、 多 嚢 胞 性 卵
巣 症 候 群 ） を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ と し て 利 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら
の タ ン パ ク 質 ま た は こ れ ら の 経 路 に 作 用 す る 薬 剤 は 成 長 刺 激 因 子 と し て 機 能 す る 可 能 性 も
あ り 、 し た が っ て さ ま ざ ま な 細 胞 集 団 の イ ン ビ ト ロ で の 生 存 に 役 立 ち う る 。 特 に O1-180、
O1-184お よ び /ま た は O1-236が 卵 母 細 胞 の 成 熟 に 関 与 す る の で あ れ ば 、 そ れ ら は 、 例 え ば
体 外 受 精 法 の 成 功 率 を 向 上 さ せ る 際 の 有 用 な 標 的 に な り う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
A． タ ン パ ク 質
本 発 明 は 、 O1-180（ 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 16） 、 O1-184（ 配 列 番 号 4） お よ び O1-236（ 配 列
番 号 6、 配 列 番 号 9） ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 薬 剤 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は 、 完 全 な O1-180、 O1-184ま た は O1-236分 子 だ け で な く 、 後 述 す る 機 能 を 保 っ て い
て も 保 っ て い な く て も よ い 、 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 に も 関 係 す る 。 分 子 の N末 端 を 含
む 断 片 は 、 遺 伝 子 操 作 で コ ー ド 領 域 内 に 翻 訳 停 止 部 位 を 作 る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。 あ る い は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 、 プ ロ テ ア ー ゼ と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質
分 解 酵 素 で 処 理 す る こ と に よ っ て 、 さ ま ざ ま な N末 端 断 片 、 C末 端 断 片 お よ び 内 部 断 片 を 製
造 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 の 断 片 は 、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番
号 9お よ び 配 列 番 号 16の 配 列 の 連 続 す る 6個 の ア ミ ノ 酸 と 同 一 な 連 続 す る 6個 の ア ミ ノ 酸 ま
た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 任 意 の ペ プ チ ド を 包 含 す る と 理 解 さ れ る 。 配 列 番 号 2
、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 9お よ び 配 列 番 号 16の 配 列 の い ず れ か の 、 対 応 す る 数
の ア ミ ノ 酸 と 同 一 な 、 連 続 す る 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20
、 21、 22、 23、 24、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 75、 80、 85、 90、 95、 100、 2
00個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 断 片 も 考 え ら れ る 。 断 片 は 抗 体 の 作 製 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な 断 片 は O1-180、 O1-184ま た は O1-236の ド メ イ ン を 構 成 す る 断
片 だ ろ う 。 ド メ イ ン は 、 そ の タ ン パ ク 質 の 残 り の 部 分 が な く て も 保 た れ る 独 立 し た 三 次 構
造 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 一 部 と 定 義 さ れ る 。 そ の よ う な 構 造 は 当 業 者 に 知 ら れ る 技 術 に よ っ
て 見 つ け る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を サ ブ チ リ シ ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン な ど
の プ ロ テ ア ー ゼ で 部 分 消 化 し た 後 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に か け て タ ン パ ク 質
断 片 を 分 離 す る 。 次 に 、 そ れ ら の 断 片 を PVDF膜 に 転 写 し 、 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ に か
け て 、 そ れ ら の 断 片 の N末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 実 質 的 に 純 粋 」 と い う 用 語 は 、 他 の タ ン パ ク 質 、 脂 質 、 糖 質 、 ま た
は O1-180、 O1-184お よ び O1-236に 天 然 に 付 随 し て い る 他 の 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い O1-180
、 O1-184お よ び O1-236を 指 す 。 当 業 者 は 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 法 を 使 っ て O1-180、 O1-1
84お よ び O1-236を 精 製 す る こ と が で き る 。 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド は 非 還 元 ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル で 単 一 の 主 要 バ ン ド を 与 え る だ ろ う 。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236ポ リ ペ
プ チ ド の 純 度 は ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と も で き る 。 O1-180、 O1
-184お よ び O1-236ポ リ ペ プ チ ド に は 、 そ れ ら ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 断 片 も 、 そ れ ら の 活 性
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が 残 っ て い る 限 り 包 含 さ れ る 。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236の 生 物 学 的 活 性 を 持 つ 、 さ ら
に 小 さ い ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る 配 列 お よ び そ の 保 存 的 変 異 体 が 包 含 さ れ
る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 保 存 的 変 異 」 と い う 用 語 は 、 あ る ア ミ ノ 残 基 の 、 生 物 学 的 に 類
似 す る 別 の 残 基 に よ る 置 換 を 意 味 す る 。 保 存 的 変 異 の 例 に は 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ
イ シ ン ま た は メ チ オ ニ ン な ど の 疎 水 性 残 基 の 1つ に よ る 別 の 疎 水 性 残 基 の 置 換 、 ま た は 極
性 残 基 の 1つ に よ る 別 の 極 性 残 基 の 置 換 、 例 え ば ア ル ギ ニ ン に よ る リ ジ ン の 置 換 、 グ ル タ
ミ ン 酸 に よ る ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 置 換 、 ま た は グ ル タ ミ ン よ る ア ス パ ラ ギ ン の 置 換 な ど が あ
る 。 「 保 存 的 変 異 」 と い う 用 語 は 、 置 換 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ せ た 抗 体 が 無 置 換 ポ
リ ペ プ チ ド と も 免 疫 反 応 す る と い う 条 件 で 、 無 置 換 親 ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 置 換 ア ミ ノ 酸 を
使 用 す る こ と も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
組 換 え O1-180、 O1-184お よ び O1-236一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 の 軽 微 な 改 変 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の
各 O1-180、 O1-184お よ び O1-236ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 実 質 的 に 等 価 な 活 性 を 持 つ タ ン
パ ク 質 を も た ら し う る 。 そ の よ う な 改 変 は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ る 場 合 の よ う に 意
図 的 で あ っ て も よ い し 、 自 然 発 生 的 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 改 変 に よ っ て 生 成 す る ポ リ
ペ プ チ ド は す べ て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 生 物 学 的 活 性 が ま だ 存 在 す る 限 り 、 本
発 明 に 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 1個 ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 も 、 そ の 生 物 学 的 活 性 を
有 意 に 変 化 さ せ ず に 、 結 果 と し て 生 じ る 分 子 の 構 造 の 改 変 を も た ら す こ と が で き る 。 こ れ
は 、 よ り 広 い 用 途 を 持 つ で あ ろ う さ ら に 小 さ い 活 性 分 子 の 開 発 に つ な が り う る 。 例 え ば O1
-180、 O1-184ま た は O1-236の 生 物 学 的 活 性 に は 必 要 と さ れ な い か も し れ な い ア ミ ノ 末 端 ま
た は カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 を 除 去 す る こ と が で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 で は 、 対 象 化 合 物 を 修 飾 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ 、 誘
導 体 化 さ れ た 化 合 物 の 活 性 を 破 壊 し な い 、 通 常 の 専 門 家 の 技 術 で 製 造 し 使 用 す る こ と が で
き る 任 意 の 分 子 を 意 味 す る も の と す る 。 誘 導 体 化 さ れ た 化 合 物 の 活 性 を 減 少 さ せ る が 破 壊
は し な い 上 記 の 基 準 に 合 致 す る 化 合 物 は 、 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 の 範 囲 に 含 ま れ る と み な
す 。 し た が っ て 本 発 明 で は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 配 列 と 一 致 す る 配 列 の ア ミ ノ
酸 を 含 む 化 合 物 の 誘 導 体 は 、 そ れ が 測 定 可 能 な 量 の O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 活 性 を
保 っ て い る 限 り 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 配 列 と 正 確 に 一 致 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 を
含 む 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
同 様 に 、 対 抗 性 （ 例 え ば 拮 抗 性 ） を 持 つ タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 作 製
す る 場 合 も 、 同 じ よ う に 考 え る こ と が で き る 。 こ の こ と と 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236
突 然 変 異 体 ま た は 類 似 体 の 作 製 が 行 わ れ う る 本 発 明 と の 間 に は 、 関 連 が あ る 。 例 え ば O1-1
80、 O1-184ま た は O1-236突 然 変 異 体 を 作 製 し 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236活 性 に つ い て
試 験 し て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236活 性 に と っ て 重 要 な 残 基 を 同 定 す る こ と が で き る
。 ヒ ト 集 団 に 存 在 し 、 癌 の 発 生 に 関 連 づ け ら れ る O1-180、 O1-184ま た は O1-236突 然 変 異 体
を 再 現 す る た め に 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236突 然 変 異 体 を 合 成 す る こ と も で き る 。 ま
た 、 妊 性 を 抑 制 ま た は 強 化 す る た め に 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236突 然 変 異 体 を ア ン タ
ゴ ニ ス ト と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 し た が っ て O1-180、 O1-184ま た は O1-236突 然 変 異
体 は 、 避 妊 組 成 物 候 補 お よ び /ま た は 妊 性 強 化 組 成 物 候 補 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
B． 核 酸
本 発 明 は O1-180（ 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13お よ び 配 列 番 号 12） 、 O1-184（ 配
列 番 号 3） ま た は O1-236（ 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号
14） タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ら び に そ の 断 片 お よ び 誘 導 体 も 提 供 す る
。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236を コ ー ド す る DNA、 cDNA
お よ び RNA配 列 が 包 含 さ れ る 。 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236の 全 部 ま た は 一 部 を コ
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ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も す べ て 、 そ れ ら が O1-180（ 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 11、 配 列 番
号 13お よ び 配 列 番 号 12） 、 O1-184（ 配 列 番 号 3） ま た は O1-236（ 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、
配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 14） の 活 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 限 り
、 こ こ に 包 含 さ れ る と 理 解 さ れ る 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 自 然 に 存 在 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 意 図 的 に 操 作 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 包
含 さ れ る 。 例 え ば O1-180（ 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13お よ び 配 列 番 号 12） 、 O1-
184（ 配 列 番 号 3） ま た は O1-236（ 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 10お よ び
配 列 番 号 14） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に か け る こ と が で き る 。 O1-1
80、 O1-184お よ び O1-236の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は ア ン チ セ ン ス 配 列 も 包 含 さ れ る 。 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 遺 伝 コ ー ド の 結 果 と し て 縮 重 し て い る 配 列 が 包 含 さ れ る 。
天 然 ア ミ ノ 酸 は 20種 類 あ る が 、 そ の 大 半 は 2以 上 の コ ド ン に よ っ て 指 定 さ れ る 。 し た が っ
て す べ て の 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る O1-180
、 O1-184お よ び O1-236ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 機 能 的 に 不 変 で あ る 限 り 、 本 発 明 に
包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の DNA配 列 は 、 い く つ か の 方 法 で 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 DNAは 当 技 術 分
野 で 周 知 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 ま た は 増 幅 法 を 使 っ て 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 方 法 に は 、 例 え ば 1） ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー と プ ロ ー ブ と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 検 出 、 2） 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 抗
体 ス ク リ ー ニ ン グ に よ る 、 共 通 す る 構 造 上 の 特 徴 を 持 つ ク ロ ー ン 化 DNA断 片 の 検 出 、 ま た
は 3） こ れ ら の 配 列 に 関 係 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 技 術 の 使
用 な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の O1-180、 O1-184お よ び O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 生 物 に 由 来
し 、 最 も 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ゾ ウ 、 ブ タ 、 ウ シ ま た は ヒ ト に 由 来 す る 。 核 酸 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 適 切 な プ ロ ー ブ を 入 手 で き る の で あ
れ ば 、 任 意 の 遺 伝 子 配 列 を 任 意 の 生 物 か ら 単 離 す る こ と を 可 能 に す る 。 問 題 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 配 列 の 一 部 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 化 学 的 に 合 成 す る こ
と が で き る 。 こ れ に は ア ミ ノ 酸 配 列 の 短 い オ リ ゴ ペ プ チ ド ス ト レ ッ チ が 既 知 で な け れ ば な
ら な い 。 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 は 遺 伝 コ ー ド か ら 推 定 す る こ と が で き る が 、 コ
ー ド の 縮 重 を 考 慮 し な け れ ば な ら な い 。 配 列 が 縮 重 し て い る 場 合 は 混 合 付 加 反 応 を 行 な う
こ と が で き る 。 こ れ に は 変 性 二 本 鎖 DNAの 不 均 一 混 合 物 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な ス ク リ ー
ニ ン グ に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 好 ま し く は 、 一 本 鎖 DNAま た は 変 性 二 本 鎖 DNAで
行 な う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド に 関 係 す る mRNA配 列 の 存 在 量 が
極 め て 低 い 供 給 源 に 由 来 す る cDNAク ロ ー ン の 検 出 に は 特 に 有 用 で あ る 。 言 い 換 え る と 、 非
特 異 的 結 合 を 回 避 す る た め の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 使 用 す れ
ば 、 例 え ば オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 特 異 的 cDNAの 可 視 化 を 、 そ の 完 全 な 相 補 体 で あ
る 混 合 物 中 の 単 一 プ ロ ー ブ へ の 標 的 DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 行 な う こ と が
可 能 で あ る （ Wallaceら 、 1981） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
O1-180、 O1-184お よ び O1-236を コ ー ド す る 特 異 的 DNA配 列 の 開 発 は 、 1） 二 本 鎖 DNA配 列 を
ゲ ノ ム DNAか ら 単 離 す る こ と 、 2） 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド に 必 要 な コ ド ン が 得 ら れ る よ う に DN
A配 列 を 化 学 的 に 製 造 す る こ と 、 お よ び 3） 真 核 生 物 供 与 細 胞 か ら 単 離 さ れ る mRNAの 逆 転 写
に よ る 二 本 鎖 DNA配 列 の イ ン ビ ト ロ 合 成 、 に よ っ て 達 成 す る こ と も で き る 。 最 後 の 例 で は
、 一 般 に cDNAと 呼 ば れ る mRNAの 二 本 鎖 DNA相 補 体 が 最 終 的 に 生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
組 換 え 法 で 使 用 さ れ る 上 記 3つ の 特 異 的 DNA配 列 開 発 法 の な か で は 、 ゲ ノ ム DNA単 離 物 の 単
離 が 最 も 一 般 的 で な い 。 こ れ は 、 哺 乳 類 ポ リ ペ プ チ ド の 微 生 物 発 現 を 達 成 す る こ と が 望 ま
し い 場 合 に は 、 イ ン ト ロ ン の 存 在 ゆ え に 、 特 に そ う で あ る と い え る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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DNA配 列 の 合 成 は 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 全 配 列 が わ か っ て い る 場 合
に は 、 よ く 選 択 さ れ る 方 法 で あ る 。 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 全 配 列 が わ か っ
て い な い 場 合 は 、 DNA配 列 の 直 接 合 成 は 不 可 能 で あ り 、 cDNA配 列 の 合 成 が 選 択 さ れ る 方 法
に な る 。 目 的 の cDNA配 列 を 単 離 す る た め の 標 準 的 手 順 に は 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 高 い 供 与
細 胞 中 の 豊 富 な mRNAの 逆 転 写 に よ っ て 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド 型 ま た は フ ァ ー ジ 型 cDNAラ イ ブ
ラ リ ー の 作 製 が 含 ま れ る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 技 術 と 併 用 す る と 、 希 薄 な 発 現 産 物 で さ
え ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の か な り の 部 分 が わ か っ
て い る 場 合 は 、 標 的 cDNA中 に 存 在 す る と 推 定 さ れ る 配 列 を 再 現 し た 標 識 一 本 鎖 ま た は 二 本
鎖 DNAま た は RNAプ ロ ー ブ 配 列 の 製 造 物 を 、 一 本 鎖 型 に 変 性 さ せ た cDNAの ク ロ ー ン 化 コ ピ ー
に 対 し て 行 な わ れ る DNA/DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に 使 用 す る こ と が で き る （ Jayら 、
1983） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
lgt11な ど の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 少 な く と も 1つ の エ ピ ト ー プ を 持 つ O1-180、 O1-184
お よ び /ま た は O1-236ペ プ チ ド に つ い て 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236に 特 異 的 な
抗 体 を 使 っ て 、 間 接 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は ポ リ ク ロ ー
ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と が で き 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236 cDNA
の 存 在 を 示 す 発 現 産 物 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
O1-180、 O1-184ま た は O1-236を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 へ の DNA導 入 に よ っ
て イ ン ビ ト ロ で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 「 宿 主 細 胞 」 は 、 そ の 中 で ベ ク タ ー が 増 殖 す る
こ と が で き 、 そ の DNAが 発 現 さ れ る 細 胞 で あ る 。 こ の 用 語 に は 、 対 象 と す る 宿 主 細 胞 の ど
の 子 孫 も 包 含 さ れ る 。 複 製 中 に は 突 然 変 異 が 起 こ り う る の で 、 確 か に 、 す べ て の 子 孫 が 親
細 胞 と 同 一 な わ け で は な い か も し れ な い 。 し か し 「 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 を 使 用 す る 場 合
は 、 そ の よ う な 子 孫 も 包 含 さ れ る 。 当 技 術 分 野 で は 安 定 な 導 入 （ こ れ は 外 来 DNAが 宿 主 中
に 継 続 的 に 維 持 さ れ る こ と を 意 味 す る ） の 方 法 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 で は 、 O1-180、 O1-184お よ び /ま た は O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 換 え 発 現 ベ
ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 「 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 O1-180、 O1-184
ま た は O1-236遺 伝 子 配 列 の 挿 入 ま た は 組 込 み に よ っ て 操 作 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ま
た は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 他 の 媒 体 を 指 す 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 に 挿 入 さ れ
た 遺 伝 子 配 列 の 効 率 の よ い 転 写 を 促 進 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 有 す る 。 発 現 ベ ク タ ー は
通 例 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー な ら び に 形 質 転 換 細 胞 の 表 現 型 選 択 を 可 能 に す る 特 殊 な 遺
伝 子 を 含 有 す る 。 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た ベ ク タ ー に は 、 例 え ば 、 細 菌 で 発 現 さ せ る た め
の T7系 発 現 ベ ク タ ー （ Rosenbergら 、 1987） 、 哺 乳 類 細 胞 で 発 現 さ せ る た め の pMSXND発 現
ベ ク タ ー （ Leeお よ び Nathans、 1988） お よ び 昆 虫 細 胞 で 発 現 さ せ る た め の バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス 系 ベ ク タ ー な ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 DNAセ グ メ ン ト は 、 例 え ば プ ロ
モ ー タ ー （ 例 ： T7、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 1ま た は ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー ） な ど の 調 節 配
列 に 作 動 的 に 結 合 し た 状 態 で ベ ク タ ー 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。 O1-180、 O1-184ま た は
O1-236を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 で 発 現 さ せ る こ と
が で き る 。 宿 主 に は 、 微 生 物 、 酵 母 、 昆 虫 お よ び 哺 乳 類 生 物 を 含 め る こ と が で き る 。 真 核
生 物 配 列 ま た は ウ イ ル ス 配 列 を 持 つ DNA配 列 を 原 核 生 物 で 発 現 さ せ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野
で は よ く 知 ら れ て い る 。 当 技 術 分 野 で は 、 宿 主 内 で 発 現 お よ び 複 製 す る 能 力 を 持 つ 生 物 学
的 に 機 能 的 な ウ イ ル ス お よ び プ ラ ス ミ ド DNAベ ク タ ー が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の DNA配 列 を
組 込 む に は 、 そ の よ う な ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
組 換 え DNAに よ る 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 従 来 の 技 術 に よ っ て
行 な う こ と が で き る 。 宿 主 が 大 腸 菌 な ど の 原 核 生 物 で あ る 場 合 は 、 指 数 増 殖 期 後 に 収 集 し
、 次 い で 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 使 っ て CaCl 2 法 で 処 理 し た 細 胞 か ら 、 DNAを 取 り 込 む 能
力 を 持 つ コ ン ピ テ ン ト 細 胞 を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ に 代 え て 、 MgCl 2 ま た は RbClを
使 用 す る こ と も で き る 。 形 質 転 換 は 、 所 望 で あ れ ば 宿 主 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト を 形 成 さ せ
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た 後 に 行 な う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
宿 主 が 真 核 生 物 で あ る 場 合 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 物 な ど の DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど の 従 来 の 機 械 的 方 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ
ソ ー ム に 封 入 し た プ ラ ス ミ ド の 挿 入 、 ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど を 使 用 す る こ と が で き
る 。 真 核 生 物 細 胞 は 、 本 発 明 の O1-180、 O1-184ま た は O1-236 cDNA配 列 を コ ー ド す る DNA配
列 と 、 選 択 可 能 な 表 現 型 を コ ー ド す る 第 2の 外 来 DNA分 子 （ ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 な ど ）
と で 、 同 時 形 質 転 換 す る こ と も で き る 。 も う 一 つ の 方 法 は 、 真 核 細 胞 を 一 過 性 に 感 染 ま た
は 形 質 転 換 し て タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40（ SV40） ま た は ウ シ
乳 頭 腫 ウ イ ル ス な ど の 真 核 生 物 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と で あ る （ 例 え ば 「 Eukary
otic Viral Vectors」 （ コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 、 Gluzman編 、 1982） を 参 照
さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 が 提 供 す る 微 生 物 発 現 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 単 離 お よ び 精 製 は 、 分 取 用 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 う 免 疫 学 的 分 離
を 含 む 従 来 の 手 段 に よ っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 断 片 と 免 疫 反 応 す
る 抗 体 を 包 含 す る 。 本 質 的 に さ ま ざ ま な エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が プ
ー ル さ れ て な る 抗 体 な ら び に 個 別 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 断 片 を 含 有 す る 抗 原 か ら 作 製 さ れ る （ Ko
hlerら 、 Nature 256:495、 1975） 。 本 発 明 で 使 用 す る 抗 体 と い う 用 語 は 完 全 な 分 子 と 、 O1
-180、 O1-184ま た は O1-236上 の エ ピ ト ー プ 決 定 基 を 結 合 す る こ と が で き る そ の 断 片 （ 例 え
ば Fabお よ び F(ab')2な ど ） と を 包 含 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
C． 診 断 用 途
細 胞 変 性 障 害 と い う 用 語 は 卵 巣 中 の 任 意 の タ イ プ の 細 胞 の 喪 失 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 意
味 す る 。 例 え ば 、 GDF-9の 不 在 下 で は 顆 粒 膜 細 胞 の 成 長 に 障 害 が あ り 、 そ れ が 結 果 と し て
卵 母 細 胞 の 変 性 （ す な わ ち 死 ） に つ な が る （ Dongら 、 1996） 。 こ の 卵 母 細 胞 の 死 は 、 顆 粒
膜 細 胞 の 分 化 を も た ら す よ う で あ る 。 ま た 、 GDF-9の 不 在 下 で は 、 正 常 な 莢 膜 細 胞 層 が 卵
胞 の 周 り に 形 成 さ れ な い 。 し た が っ て 、 1つ の 卵 母 細 胞 特 異 的 タ ン パ ク 質 GDF-9が 存 在 し な
い と 、 3種 類 の 細 胞 系 統 、 す な わ ち 卵 母 細 胞 、 顆 粒 膜 細 胞 お よ び 莢 膜 細 胞 に 欠 損 が 生 じ る
。 同 様 に し て 、 こ れ ら の さ ま ざ ま な 細 胞 系 統 の 死 ま た は 分 化 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1
-236の 不 在 ま た は 不 正 発 現 に よ る 影 響 も 受 け る だ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 不 在 ま た は 不 正 発 現 は 、 卵 母 細 胞 /卵 子 に 、 卵 子 が 精 子 に
よ る 受 精 を 受 け る こ と が で き な く な る よ う な 欠 損 を も た ら す だ ろ う 。 あ る い は 、 こ れ ら の
卵 母 細 胞 由 来 因 子 の 不 在 に 付 随 し て 、 胚 が 発 育 し な い か 、 胚 形 成 の 初 期 段 階 で 発 育 を 停 止
す る か 、 ま た は 受 精 に 欠 損 を 示 す か も し れ な い 。 し た が っ て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-2
36組 成 物 は 不 妊 全 般 の 診 断 指 標 ま た は 予 後 指 標 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的
に は 、 点 突 然 変 異 、 欠 失 、 挿 入 ま た は 調 節 の 乱 れ を 同 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で は さ
ら に 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236発 現 レ ベ ル の 変 化 を 検 出 す る 、 不 妊 の 診 断 が 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 一 態 様 は O1-180、 O1-184ま た は O1-236発 現 の 変 化 を 検 出 す る 方 法 を 含 む 。 こ の 方
法 は 、 発 現 し た O1-180、 O1-184ま た は O1-236の レ ベ ル を 決 定 す る こ と 、 ま た は 発 現 産 物 中
の 特 異 的 改 変 を 決 定 す る こ と を 含 み う る 。 特 定 の 態 様 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の
発 現 で 変 化 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
生 物 学 的 試 料 は 組 織 ま た は 体 液 で あ る こ と が で き る 。 さ ま ざ ま な 態 様 に は 精 巣 お よ び 卵 巣
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か ら 得 ら れ る 細 胞 が 含 ま れ る 。 他 の 態 様 に は 、 膣 液 ま た は 精 液 な ど の 体 液 試 料 が 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
使 用 す る 核 酸 は 、 標 準 的 な 方 法 論 に 従 っ て （ Sambrookら 、 1989） 、 生 物 学 的 試 料 に 含 ま れ
る 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。 核 酸 は ゲ ノ ム DNA、 分 画 さ れ た 細 胞 RNAま た は 全 細 胞 RNAで あ る こ
と が で き る 。 RNAを 使 用 す る 場 合 は 、 RNAを 相 補 的 DNA（ cDNA） に 変 換 す る こ と が 望 ま し い
か も し れ な い 。 あ る 態 様 で は RNAは 全 細 胞 RNAで あ り 、 別 の 態 様 で は ポ リ A RNAで あ る 。 通
常 、 核 酸 は 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
フ ォ ー マ ッ ト に 応 じ て 、 興 味 あ る 特 定 核 酸 は 、 試 料 中 に 、 増 幅 を 使 っ て 直 接 同 定 さ れ る か
、 ま た は 増 幅 後 に 第 2の 既 知 核 酸 を 使 っ て 同 定 さ れ る 。 次 に 、 同 定 さ れ た 産 物 を 検 出 す る
。 あ る 応 用 例 で は 、 こ の 検 出 を 視 覚 手 段 （ 例 え ば ゲ ル の 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ） に よ っ て 行
う こ と が で き る 。 あ る い は 、 検 出 に は 、 化 学 発 光 、 放 射 性 標 識 ま た は 蛍 光 標 識 の 放 射 線 シ
ン チ グ ラ フ ィ ー に よ る 、 ま た さ ら に は 電 気 ま た は 熱 イ ン パ ル ス 信 号 を 使 っ た シ ス テ ム に よ
る 、 産 物 の 間 接 的 同 定 が 含 ま れ る 場 合 も あ る （ Affymax Technology； Bellus、 1994） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
検 出 に 続 い て 、 与 え ら れ た 患 者 に 見 ら れ る 結 果 を 、 正 常 患 者 お よ び 不 妊 と 診 断 さ れ た 患 者
の 統 計 的 に 有 意 な 基 準 群 と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
O1-180、 O1-184ま た は O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の 他 の 突 然 変 異 は 、 特 定 核 酸 中 の ヌ
ク レ オ チ ド 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 従 っ て 同 定 す る こ と が で き る と 考 え ら れ
る （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,988,617号 ） 。 こ れ に 関 し て 、 例 え
ば 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ FISH； 米 国 特 許 第 5,633,365号 お よ び 米
国 特 許 第 5,665,549号 、 そ れ ぞ れ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 ダ イ レ ク ト DNAシ
ー ク エ ン シ ン グ 、 PFGE解 析 、 サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 一 本 鎖 コ ン フ ォ メ ー シ ョ
ン 多 型 解 析 （ SSCA） 、 RNア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ AS
O、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,639,611号 ） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 解 析 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 例 え
ば 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,190,856号 ） 、 RFLP（ 例 え ば 参 照 に よ
り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,324,631号 ） お よ び PCR（ 登 録 商 標 ） -SSCPな ど を
含 め て 、 多 種 多 様 な ア ッ セ イ が 考 え ら れ る 。 例 え ば 生 物 学 的 液 体 中 の 突 然 変 異 型 遺 伝 子 お
よ び 癌 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 配 列 を 検 出 し 、 定 量 す る 方 法 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ る 米 国 特 許 第 5,496,699号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
さ ら に 、 Haciaら （ 1996） お よ び Shoemakerら （ 1996） に 記 載 さ れ て い る よ う な DNAチ ッ プ
技 術 を 不 妊 の 診 断 に 使 用 す る こ と も で き る と 考 え ら れ る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 こ れ ら の 技 術
は 、 多 数 の 遺 伝 子 を 迅 速 か つ 正 確 に 解 析 す る た め の 定 量 方 法 を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で 、 ま た は 固 定 化 さ れ た プ ロ ー ブ ア レ イ を 使 っ て 、 遺 伝 子 に タ グ を 付 け る こ と に よ り 、 チ
ッ プ 技 術 を 利 用 し て 、 標 的 分 子 を 高 密 度 の ア レ イ と し て 分 離 し 、 こ れ ら の 分 子 を ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 Peaseら （ 1994） ； Fodorら
（ 1991） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ELISAお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 な ど の 技 術 に よ っ て O1-180、 O1-184ま た は O1-236含
量 を 特 徴 づ け る に は 、 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 出 生 前 ス ク リ ー ニ ン グ ま た は
子 供 を 欲 し い と 思 っ て い る 人 々 の カ ウ ン セ リ ン グ に 役 立 つ だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
他 に も さ ま ざ ま な 免 疫 検 出 方 法 の ス テ ッ プ が 、 例 え ば Nakamuraら （ 1987） な ど の 科 学 文 献
に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 ア ッ セ イ は 、 そ の 最 も 簡 単 か つ 直 接 的 な 意 味 で 、 結 合 ア ッ セ イ で
あ る 。 好 ま し い 免 疫 ア ッ セ イ の 一 例 は 、 さ ま ざ ま な タ イ プ の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA
） お よ び 免 疫 ビ ー ズ 捕 捉 ア ッ セ イ で あ る 。 組 織 切 片 を 使 用 す る 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 も 、 と
り わ け 有 用 で あ る 。 し か し 、 検 出 は そ れ ら の 技 術 に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 本 発 明 に は
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ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 FACS解 析 な ど も 使 用 し う る こ と は 、 す ぐ に 理
解 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 多 種 多 様 な 担 体 に 結 合 さ せ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 の 存 在
を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 周 知 の 担 体 の 具 体 例 に は ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン
、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 お よ び 修
飾 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス お よ び 磁 鉄 鉱 な ど が あ る 。 本 発 明 の 目 的
に は 、 担 体 の 性 質 は 可 溶 性 で も 不 溶 性 で も よ い 。 当 業 者 は 抗 体 を 結 合 す る の に 適 し た 担 体
を 他 に も 知 っ て い る か 、 ま た は 日 常 的 な 実 験 に よ っ て そ れ ら を 確 認 す る こ と が で き る だ ろ
う 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
当 業 者 に は 多 種 多 様 な 標 識 お よ び 標 識 法 が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 で 使 用 す る こ と が で き る
標 識 の タ イ プ の 例 に は 、 酵 素 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 コ ロ イ ド 金 属 、 化 学 発 光 化 合
物 、 燐 光 化 合 物 お よ び 生 物 発 光 化 合 物 な ど が あ る 。 当 業 者 は 抗 体 へ の 結 合 に 適 し た 標 識 を
他 に も 知 っ て い る か 、 ま た は 日 常 的 な 実 験 に よ っ て そ れ ら を 確 認 す る こ と が で き る だ ろ う
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
同 様 に 感 度 の 向 上 を も た ら し う る も う 一 つ の 技 術 は 、 抗 体 を 低 分 子 量 ハ プ テ ン に 結 合 す る
こ と か ら な る 。 こ の 場 合 、 第 二 の 反 応 を 使 っ て 、 こ れ ら の ハ プ テ ン を 特 異 的 に 検 出 す る こ
と が で き る 。 例 え ば ア ビ ジ ン と 反 応 す る ビ オ チ ン ま た は 特 異 的 抗 ハ プ テ ン 抗 体 と 反 応 す る
こ と が で き る ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 プ リ ド キ サ ー ル （ puridoxal） お よ び フ ル オ レ セ イ ン な
ど の ハ プ テ ン を 使 用 す る の が 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 抗 原 の イ ン ビ ボ 検 出 に 使 用 す る 場 合 は 、 検 出 可 能 に 標 識 さ
れ た 抗 体 を 診 断 的 に 有 効 な 用 量 で 投 与 す る 。 「 診 断 的 に 有 効 な 」 と い う 用 語 は 、 検 出 可 能
に 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 量 が 、 当 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 特 異 性 を 示 す 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を 構 成 す る 抗 原 を 持 つ 部 位 の 検 出 を 可 能 と す る の に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ る
こ と を 意 味 す る 。 投 与 さ れ る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 濃 度 は 、 当 該 ポ
リ ペ プ チ ド を 持 つ 細 胞 へ の 結 合 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 比 較 し て 検 出 可 能 に な る よ う な 十 分
な 濃 度 で あ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 適 な
標 的 対 バ ッ ク グ ラ ン ド シ グ ナ ル 比 を 得 る た め に 、 循 環 系 か ら 迅 速 に 除 去 さ れ る こ と が 望 ま
し い 。 一 般 に 、 イ ン ビ ボ 診 断 用 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 投 与 量 は 、
そ の 個 体 の 年 齢 、 性 別 お よ び 疾 患 の 程 度 な ど と い っ た 因 子 に 依 存 し て 変 動 す る だ ろ う 。 そ
の よ う な 投 与 量 は 、 例 え ば 、 複 数 回 の 注 射 を 行 な う か ど う か 、 抗 原 負 荷 量 お よ び 当 業 者 に
知 ら れ て い る 他 の 因 子 な ど に 依 存 し て 変 動 し う る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
イ ン ビ ボ 画 像 診 断 法 の 場 合 は 、 利 用 で き る 検 出 装 置 の タ イ プ が 、 与 え ら れ た 放 射 性 同 位 体
を 選 択 す る 際 の 重 要 な 因 子 で あ る 。 選 択 さ れ る 放 射 性 同 位 体 の 崩 壊 の タ イ プ は 、 与 え ら れ
た 装 置 の タ イ プ に と っ て 検 出 可 能 な も の で な け れ ば な ら な い 。 イ ン ビ ボ 診 断 用 の 放 射 性 同
位 体 を 選 択 す る 際 に 重 要 な さ ら に も う 一 つ の 因 子 は 、 宿 主 に 対 し て 有 害 な 放 射 線 を 最 小 限
に 抑 え る こ と で あ る 。 イ ン ビ ボ 画 像 法 に 使 用 さ れ る 放 射 性 同 位 体 は 、 理 想 的 に は 、 粒 子 放
射 を 伴 な わ ず 、 従 来 の ガ ン マ 線 カ メ ラ で 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 140～ 250keVの 範 囲
の 光 子 を 数 多 く 生 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
イ ン ビ ボ 診 断 の 場 合 、 放 射 性 同 位 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 直 接 的 に 、 ま た は 中 間 官 能 基 を 使
っ て 間 接 的 に 、 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 金 属 イ オ ン と し て 存 在 す る 放 射 性 同 位 体 を 免 疫
グ ロ ブ リ ン に 結 合 さ せ る た め に よ く 使 用 さ れ る 中 間 官 能 基 は 、 例 え ば ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ
ン 五 酢 酸 （ DTPA） お よ び エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） な ど の 二 官 能 性 キ レ ー ト 剤 で あ
る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 金 属 イ オ ン の 典 型 例 は 、 1 1 1 I
n、 9 7 Ru、 6 7 Ga、 6 8 Ga、 7 2 As、 8 9 Zrお よ び 2 0 1 Tiで あ る 。

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-502324 A 2005.1.27



【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 磁 気 共 鳴 画 像 法 （ MRI） ま た は 電 子 ス ピ ン 共 鳴 （ ESR） で
行 な わ れ る よ う な イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 、 常 磁 性 同 位 体 で 標 識 す る こ と も で き る 。 一 般 に
、 従 来 の 診 断 用 画 像 可 視 化 法 は 、 ど れ で も 使 用 す る こ と が で き る 。 通 常 、 カ メ ラ 撮 像 に は
ガ ン マ 線 お よ び 陽 電 子 放 出 放 射 性 同 位 体 が 使 用 さ れ 、 MRIに は 常 磁 性 同 位 体 が 使 用 さ れ る
。 こ の よ う な 技 術 に 特 に 有 用 な 元 素 に は 、 1 5 7 Gd、 5 5 Mn、 1 6 2 Dy、 5 5 Crお よ び 5 6 Feが あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
細 胞 増 殖 性 障 害 と い う 用 語 は 、 周 囲 の 組 織 と は 形 態 学 的 に も 遺 伝 子 型 的 に も し ば し ば 異 な
っ て 見 え る 悪 性 お よ び 非 悪 性 細 胞 集 団 を 意 味 す る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 で あ る O1-180、 O1-1
84お よ び O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 さ ま ざ ま な 器 官 系 （ 特 に 卵 巣 な ど ） の 悪 性 腫 瘍 を 処
置 す る の に 役 立 つ 。 病 因 論 的 に O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 発 現 の 変 化 と 関 連 す る 障 害
は い ず れ も 、 基 本 的 に は 、 そ れ ぞ れ O1-180、 O1-184ま た は O1-236抑 制 試 薬 に よ る 処 置 に 感
受 性 で あ る と 考 え る こ と が で き る だ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 発 明 は 、 卵 巣 の 細 胞 増 殖 性 障 害 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 抗 O1-180、 O1-184ま た は O1-2
36抗 体 を 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236関 連 障 害 を 持 つ 疑 い が あ る 細 胞 と 接 触 さ せ 、 そ の
抗 体 へ の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 反 応
す る 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ O1-180、 O1-184ま た は O1-236へ の 結 合 の 検 出 を 可 能 に す る 化 合 物 で
標 識 さ れ る 。 本 発 明 で は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 使
っ て 、 生 物 学 的 液 体 お よ び 組 織 中 の そ れ ぞ れ O1-180、 O1-184ま た は O1-236の レ ベ ル を 検 出
す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 量 の 抗 原 を 含 有 す る 標 本 は ど れ で も 使 用 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 好 ま し い 試 料 は 、 卵 巣 起 源 の 組 織 、 具 体 的 に は 卵 巣 濾 胞 液 ま た は 卵 母 細 胞 を 含
有 す る 組 織 で あ る 。 疑 わ し い 細 胞 中 の O1-180、 O1-184ま た は O1-236の レ ベ ル を 正 常 細 胞 中
の レ ベ ル と 比 較 す る こ と で 、 そ の 検 査 対 象 が O1-180、 O1-184ま た は O1-236関 連 細 胞 増 殖 性
障 害 を 持 つ か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 検 査 対 象 は 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 本 発 明
の 抗 体 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 免 疫 診 断 も し く は 免 疫 療 法 を 施 す こ と が 望 ま し い 任
意 の 対 象 で 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 ア ッ セ イ で の 使 用 に 適 し
て お り 、 そ の ア ッ セ イ で は 本 発 明 の 抗 体 を 液 相 で 、 ま た は 固 相 担 体 に 結 合 さ せ た 状 態 で 、
利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ れ ら の 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 抗 体 は 、 さ ま ざ ま な 方 法 で
検 出 可 能 に 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 を 利 用 す る こ と が で き る 免 疫 ア ッ セ イ の
タ イ プ の 例 は 、 直 接 ま た は 間 接 フ ォ ー マ ッ ト の 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 免 疫 ア ッ セ イ で あ る
。 そ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ の 例 に は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） と サ ン ド イ ッ チ （ ELISA
） ア ッ セ イ が あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 抗 原 の 検 出 は 、 正 順 、 逆 順 ま た は 同 時 形 式 で 実
施 さ れ る 免 疫 ア ッ セ イ （ 生 理 学 的 試 料 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 的 ア ッ セ イ を 含 む ） を 使 っ て
行 な う こ と が で き る 。 当 業 者 は 他 の 免 疫 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 知 っ て い る か 、 ま た は 甚
だ し い 実 験 を 行 な わ な く て も そ れ ら を 容 易 に 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
D． 治 療 用 途
O1-180、 O1-184お よ び O1-236は 生 殖 管 で 発 現 す る の で 、 避 妊 、 妊 性 お よ び 妊 娠 に 関 し て 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 抗 体 を 使 っ た さ ま ざ ま な 用 途 が 存 在 す る
。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236は 月 経 周 期 の 調 節 に 関 与 し う る の で 、 さ ま ざ ま な 避 妊 法 に
役 立 ち う る 。
【 ０ １ ０ １ 】
ま た 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ポ リ ぺ プ チ ド 配 列 、 抗 体 、 そ
の 断 片 ま た は そ の 突 然 変 異 体 は 、 母 性 ゲ ノ ム を 破 損 す る こ と に よ っ て 初 期 胚 形 成 を 抑 制 ま
た は 強 化 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る と 考 え ら れ る 。 胚 発 生 で 表 現 型 を 生 じ る 母 性 ゲ
ノ ム の 破 損 は 母 性 効 果 突 然 変 異 と 呼 ば れ る こ と が 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 2つ の そ の よ
う な 例 が 、 ノ ッ ク ア ウ ト 技 術 を 使 っ て マ ウ ス で 特 徴 づ け ら れ て い る 。 ど ち ら の 例 で も 、 遺
伝 子 産 物 は 成 長 す る 卵 母 細 胞 中 に 正 常 に 蓄 積 さ れ 、 初 期 発 生 胚 で も 持 続 し 、 そ の 表 現 型 は
ノ ッ ク ア ウ ト 雌 の 子 孫 に 、 そ の 遺 伝 子 型 ま た は 性 別 と は 無 関 係 に 、 影 響 を 及 ぼ す 。 最 初 に
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同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 MATER（ maternal antigen that embryos require： 胚 に 必 要 な 母 性
抗 原 ） を コ ー ド し て い る 。 MATERは 2細 胞 段 階 を 超 え た 発 生 に 必 要 で あ り 、 胚 ゲ ノ ム 転 写 パ
タ ー ン の 確 立 に 関 連 づ け ら れ て い る （ Tongら 、 2000） 。 2番 目 に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 胚
ゲ ノ ム で 確 立 さ れ る 刷 込 み パ タ ー ン の 維 持 お よ び 妊 娠 期 間 の 最 後 の 3分 の 1で 発 育 中 の マ ウ
ス の 成 育 性 の 維 持 に 不 可 欠 な 卵 母 細 胞 特 異 的 DNAメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ DNMT1oを コ ー
ド し て い る （ Howellら 、 2001） 。 他 の 多 く の 卵 母 細 胞 由 来 因 子 も 初 期 胚 形 成 の 複 雑 さ を も
た ら す と 思 わ れ 、 し た が っ て 、 O1-180お よ び O1-236は 母 性 効 果 遺 伝 子 で あ る と 考 え ら れ る
。 と い う の も 、 こ れ ら は 初 期 胚 形 成 の 過 程 で 機 能 す る か ら で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
さ ら な る 態 様 と し て 、 O1-236ま た は NPM2は 、 初 期 胚 発 生 中 の ク ロ マ チ ン 再 構 築 に 関 与 し う
る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 精 子 DNAの 卵 母 細 胞 再 構 築 に 必 要 で あ り 、 卵 核 胞 崩 壊 時 に 卵 質
中 に 放 出 さ れ る 哺 乳 類 核 タ ン パ ク 質 の 存 在 が 、 研 究 に よ っ て 予 測 さ れ て い る （ Maedaら 、 1
998） 。 さ ら に 、 卵 母 細 胞 は 受 精 時 の 精 子 核 だ け で な く 体 細 胞 核 も 効 率 よ く 再 構 築 で き る
こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 本 発 明 者 ら は 、 核 移 植 ク ロ ー ニ ン グ に お け る NPM2の 役 割 を 考
察 し た （ Zuccottiら 、 2000） 。 （ O1-236が コ ー ド す る ） NPM2は 、 初 期 胚 発 生 中 の ク ロ マ チ
ン 再 構 築 に と っ て 不 可 欠 な 哺 乳 類 卵 母 細 胞 中 の 因 子 で あ る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て 、 除
核 卵 母 細 胞 に NPM2を 補 う こ と に よ り 、 核 移 植 技 術 に よ る ク ロ ー ニ ン グ が 容 易 に な る だ ろ う
。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 検 査 対 象 に お け る O1-180、 O1-184ま た は O1-236関 連 疾 患
の 改 善 の 推 移 を モ ニ タ ー す る た め に イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 使 用 す る こ と が で き る 。
し た が っ て 、 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 を 発 現 さ せ る 細 胞 の 数 の 増 加 も し く
は 減 少 ま た は さ ま ざ ま な 体 液 中 に 存 在 す る そ の よ う な 抗 原 の 濃 度 の 変 化 を 測 定 す る こ と に
よ り 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236関 連 疾 患 の 改 善 を 目 的 と す る 特 定 の 治 療 的 措 置 が 有 効
か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る だ ろ う 。 改 善 と い う 用 語 は 、 治 療 を 受 け て い る 検 査 対 象
に お け る O1-180、 O1-184ま た は O1-236関 連 疾 患 の 有 害 作 用 の 減 少 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
本 発 明 に よ り 、 正 常 細 胞 に お け る 発 現 と は 違 う 形 で 発 現 さ れ う る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 同 定
さ れ る の で 、 こ の 配 列 に 対 し て 適 切 な 治 療 技 術 ま た は 診 断 技 術 を 設 計 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 細 胞 増 殖 性 障 害 が O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 発 現 と 関 係 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ
れ O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 発 現 を 翻 訳 レ ベ ル で 妨 害 す る 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ で は 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は リ ボ ザ イ ム を 使 用 し て 、 特
定 の O1-180、 O1-184ま た は O1-236 mRNAを ア ン チ セ ン ス 核 酸 で 遮 蔽 す る か 、 リ ボ ザ イ ム で
そ れ を 切 断 す る こ と に よ っ て 、 当 該 mRNAの 翻 訳 を 阻 止 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 特 定 の mRNA分 子 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な DNAま た は RNA分 子 で あ
る （ Weintraub、 1990） 。 細 胞 内 で ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 対 応 す る mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
て 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る 。 細 胞 は 二 本 鎖 で あ る mRNAを 翻 訳 し な い だ ろ う か ら 、 ア ン チ セ ン
ス 核 酸 は mRNAの 翻 訳 を 妨 害 す る 。 約 15ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ マ ー が 好 ま し い
。 と い う の も 、 そ れ ら は 合 成 が 容 易 で あ り 、 ま た 標 的 と す る O1-180、 O1-184ま た は O1-236
産 生 細 胞 に 導 入 す る 時 に 、 こ れ よ り 大 き い 分 子 と 比 べ て 問 題 を 生 じ る 可 能 性 が 低 い か ら で
あ る 。 ア ン チ セ ン ス 法 を 使 っ た 遺 伝 子 の イ ン ビ ト ロ 翻 訳 の 阻 害 は 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら
れ て い る （ Marcus-Sakura、 1988） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
リ ボ ザ イ ム は 、 DNA制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に 似 た 様 式 で 他 の 一 本 鎖 RNAを 特 異 的 に 切 断 す
る 能 力 を 持 つ RNA分 子 で あ る 。 こ れ ら の RNAを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 改 変 に よ り 、
RNA分 子 中 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 認 識 し そ れ を 切 断 す る 分 子 を 設 計 す る こ と が で き
る （ Cech、 1988） 。 こ の ア プ ロ ー チ の 大 き な 利 点 は 、 そ れ ら が 配 列 特 異 的 で あ る た め に 、
特 定 の 配 列 を 持 つ mRNAだ け が 不 活 化 さ れ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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リ ボ ザ イ ム に は 2つ の 基 本 型 、 す な わ ち テ ト ラ ヒ メ ナ 型 （ Hasselhoff、 1988） と 「 ハ ン マ
ー ヘ ッ ド 」 型 が あ る 。 テ ト ラ ヒ メ ナ 型 リ ボ ザ イ ム は 4塩 基 長 の 配 列 を 認 識 し 、 「 ハ ン マ ー
ヘ ッ ド 」 型 リ ボ ザ イ ム は 11～ 18塩 基 長 の 塩 基 配 列 を 認 識 す る 。 認 識 配 列 が 長 い ほ ど 、 そ の
配 列 が も っ ぱ ら 標 的 mRNA種 だ け に 存 在 す る 可 能 性 は 高 く な る 。 そ の た め 、 特 定 の mRNA種 を
不 活 化 す る に は テ ト ラ ヒ メ ナ 型 リ ボ ザ イ ム よ り ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム の 方 が 好 ま し
く 、 18塩 基 長 認 識 配 列 は 、 そ れ よ り 短 い 認 識 配 列 よ り も 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236タ ン パ ク 質 が 媒 介 す る 細 胞 増 殖 性 障 害 ま た は 細 胞
変 性 障 害 を 処 置 す る た め の 遺 伝 子 治 療 も 提 供 す る 。 そ の よ う な 治 療 法 は 、 各 O1-180、 O1-1
84も し く は O1-236 cDNAま た は O1-180、 O1-184も し く は O1-236ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 増 殖 性 障 害 ま た は 変 性 障 害 を も つ 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 そ の 治 療 効 果 を
達 成 す る だ ろ う 。 O1-180、 O1-184も し く は O1-236 cDNAま た は ア ン チ セ ン ス O1-180、 O1-18
4も し く は O1-236ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 は 、 キ メ ラ ウ イ ル ス な ど の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー
ま た は コ ロ イ ド 分 散 系 を 使 っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 標 的 指 向 型 リ ポ ソ ー ム の 使 用 は 、
cDNAま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 の 治 療 的 送 達 に は と り わ け 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
こ こ に 教 示 す る 遺 伝 子 治 療 に 利 用 す る こ と が で き る さ ま ざ ま な ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア 、 ま た 好 ま し く は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の
RNAウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 ネ ズ ミ レ ト ロ ウ イ ル
ス ま た は 鳥 類 レ ト ロ ウ イ ル ス の 誘 導 体 で あ る 。 単 一 の 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と が で き る
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 に は 、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ MoMuLV） 、 ハ ー ベ イ
マ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ HaMuSV） 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス （ MuMTV） お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル
ス （ RSV） が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 他 の い く つ か の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー は 複 数 の 遺 伝 子 を 組 み 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は す べ て 、 形 質 導 入 細 胞 を
同 定 し 作 出 す る こ と が で き る よ う に 、 選 択 可 能 マ ー カ ー の 遺 伝 子 を 伝 達 す る ま た は 組 み 込
む こ と が で き る 。 目 的 の O1-180、 O1-184ま た は O1-236配 列 を 、 例 え ば 特 定 標 的 細 胞 上 の レ
セ プ タ ー の リ ガ ン ド を コ ー ド す る も う 一 つ の 遺 伝 子 と 共 に ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ
と に よ り 、 そ の ベ ク タ ー は 標 的 特 異 的 に な る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 例 え ば 糖 、 糖
脂 質 ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る こ と に よ っ て 標 的 特 異 的
に す る こ と が で き る 。 好 ま し い タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 抗 体 を 使 っ て レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 標 的 に 誘 導 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 当 業 者 は 、 O1-180、 O1-184も し く は O1-236 c
DNAま た は O1-180、 O1-184も し く は O1-236ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 標 的 特 異 的 な 送 達 が 可 能 に な る よ う に レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 挿 入
す る こ と が で き る 特 別 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 知 っ て い る か 、 ま た は 甚 だ し い 実 験 を 行
な わ ず に そ れ ら を す ぐ に 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス は 欠 損 性 な の で 、 そ れ ら が 感 染 性 ベ ク タ ー 粒 子 を 産 生 す る に は 補 助
が 必 要 で あ る 。 こ の 補 助 は 、 例 え ば LTR内 の 調 節 配 列 の 制 御 下 に レ ト ロ ウ イ ル ス の 構 造 遺
伝 子 の す べ て を コ ー ド し て い る プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る ヘ ル パ ー 細 胞 系 を 使 用 す る こ と に よ
っ て 提 供 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は 、 パ ッ キ ン グ 機 構 が キ ャ プ シ ド 形 成 の
た め に RNA転 写 物 を 認 識 で き る よ う に す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 欠 い て い る 。 パ ッ ケ ー ジ ン
グ シ グ ナ ル が 欠 失 し て い る ヘ ル パ ー 細 胞 系 に は 、 例 え ば ψ 2、 PA317お よ び PA12な ど が あ る
が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 こ れ ら の 細 胞 系 は ゲ ノ ム が パ ッ ケ ー ジ さ れ な い の で 空 の
ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る 。 そ の よ う な 細 胞 に 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル は 完 全 で あ る が 構
造 遺 伝 子 が 目 的 と す る 他 の 遺 伝 子 で 置 換 さ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 導 入 す る と
、 そ の ベ ク タ ー は パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ 、 ベ ク タ ー ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ １ １ 】
も う 一 つ の 選 択 肢 と し て 、 NIH3T3ま た は 他 の 組 織 培 養 細 胞 に レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 遺 伝 子 ga
g、 polお よ び envを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 従 来 の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン に よ っ て 直 接 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と も で き る 。 次 に 、 こ れ ら の 細 胞 に 目 的 の 遺 伝 子

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-502324 A 2005.1.27



を 含 有 す る ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 細 胞 は 培 養 培
地 中 に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 放 出 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
O1-180、 O1-184も し く は O1-236 cDNAま た は O1-180、 O1-184も し く は O1-236ア ン チ セ ン ス
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 用 の も う 一 つ の 標 的 指 向 型 送 達 系 は コ ロ イ ド 分 散 系 で あ る 。 コ ロ イ ド 分
散 系 に は 、 高 分 子 複 合 体 、 ナ ノ カ プ セ ル 複 合 体 、 ナ ノ カ プ セ ル 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 ビ ー
ズ 、 な ら び に 油 中 水 型 エ マ ル シ ョ ン 、 ミ セ ル 、 混 合 ミ セ ル お よ び リ ポ ソ ー ム な ど の 脂 質 に
基 づ く 系 が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い コ ロ イ ド 系 は リ ポ ソ ー ム で あ る 。 リ ポ ソ ー ム は
、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 送 達 媒 体 と し て 役 立 つ 人 工 膜 小 胞 で あ る 。 サ イ ズ が 0.2～ 4
.0mmの 範 囲 の 大 き い 単 層 小 胞 （ large unilamellar vesicle； LUV） に は 、 大 き い 高 分 子 を
含 有 す る 水 性 緩 衝 液 を か な り の パ ー セ ン テ ー ジ ま で 封 入 す る こ と が で き る 。 RNA、 DNAお よ
び 完 全 な ウ イ ル ス 粒 子 を 水 性 の 内 部 に 封 入 し て 、 生 物 学 的 に 活 性 な 形 で 細 胞 に 送 達 す る こ
と が で き る （ Fraleyら 、 1981） 。 リ ポ ソ ー ム は 、 哺 乳 類 細 胞 だ け で な く 、 植 物 、 酵 母 お よ
び 細 菌 細 胞 で も ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 送 達 に 使 用 さ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム が 効 率 の よ い 遺 伝
子 導 入 媒 体 で あ る た め に は 、 以 下 の 特 徴 を 持 つ べ き で あ る ： （ 1） 目 的 の 遺 伝 子 が 、 そ の
生 物 学 的 活 性 を 損 な わ れ る こ と な く 、 高 い 効 率 で 封 入 さ れ る こ と 、 （ 2） 非 標 的 細 胞 と 比
較 し て 標 的 細 胞 に 優 先 的 か つ 強 固 に 結 合 す る こ と 、 （ 3） 小 胞 の 水 性 内 容 物 を 標 的 細 胞 細
胞 質 に 高 い 効 率 で 送 達 す る こ と 、 お よ び （ 4） 遺 伝 情 報 の 正 確 か つ 効 果 的 な 発 現 （ Manning
ら 、 1988） 。
【 ０ １ １ ３ 】
リ ポ ソ ー ム の 組 成 は 、 リ ン 脂 質 （ 特 に 高 相 転 移 温 度 リ ン 脂 質 ） と 通 常 は ス テ ロ イ ド （ 特 に
コ レ ス テ ロ ー ル ） と の 組 み 合 わ せ で あ る こ と が 普 通 で あ る 。 他 の リ ン 脂 質 ま た は 他 の 脂 質
も 使 用 で き る 。 リ ポ ソ ー ム の 物 理 特 性 は pH、 イ オ ン 強 度 お よ び 二 価 カ チ オ ン の 存 在 に 依 存
す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
リ ポ ソ ー ム の 製 造 に 役 立 つ 脂 質 の 例 に は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル 化 合 物 、 例 え ば ホ ス フ ァ チ ジ ル
グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー
ル ア ミ ン 、 ス フ ィ ン ゴ 脂 質 、 セ レ ブ ロ シ ド お よ び ガ ン グ リ オ シ ド な ど が あ る 。 脂 質 部 分 が
14～ 18個 の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は 16～ 18個 の 炭 素 原 子 を 含 み 飽 和 し て い る ジ ア シ ル ホ ス フ
ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル は 特 に 有 用 で あ る 。 リ ン 脂 質 の 一 例 と し て 、 卵 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ
ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン お よ び ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
リ ポ ソ ー ム の タ ー ゲ テ ィ ン グ は 解 剖 学 的 因 子 と 機 構 的 因 子 に 基 づ い て 分 類 す る こ と が で き
る 。 解 剖 学 的 分 類 は 選 択 性 の レ ベ ル に 基 づ く も の で あ り 、 例 え ば 器 官 特 異 的 、 細 胞 特 異 的
お よ び 細 胞 小 器 官 特 異 的 な ど で あ る 。 機 構 面 で は タ ー ゲ テ ィ ン グ は そ れ が 受 動 的 で あ る か
能 動 的 で あ る か に 基 づ い て 識 別 す る こ と が で き る 。 受 動 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ で は 、 洞 様 毛 細
血 管 を 含 む 器 官 内 の 細 網 内 皮 系 （ RES） の 細 胞 に 分 布 す る と い う リ ポ ソ ー ム が 自 然 に 持 っ
て い る 傾 向 を 利 用 す る 。 一 方 、 能 動 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ で は 、 自 然 に 起 こ る 局 在 化 の 部 位 以
外 の 器 官 お よ び 細 胞 タ イ プ へ の タ ー ゲ テ ィ ン グ が 達 成 さ れ る よ う に 、 リ ポ ソ ー ム を モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 糖 、 糖 脂 質 ま た は タ ン パ ク 質 な ど の 特 異 的 リ ガ ン ド に 結 合 す る か 、 リ ポ ソ
ー ム の 組 成 ま た は サ イ ズ を 変 え る こ と に よ っ て 、 リ ポ ソ ー ム の 改 変 を 行 な う 。
【 ０ １ １ ６ 】
標 的 指 向 型 送 達 系 の 表 面 は さ ま ざ ま な 方 法 で 修 飾 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 標 的 指 向
型 送 達 系 の 場 合 は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を リ ポ ソ ー ム 二 重 層 と 安 定 に 会 合 さ せ て お く
た め に 、 脂 質 基 を リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 重 層 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ リ ガ
ン ド へ の 脂 質 鎖 の 結 合 に は 、 さ ま ざ ま な 連 結 基 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
E． モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
本 発 明 で は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 刺 激 す る か 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の
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欠 如 を 克 服 す る か 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236分 子 の 作 用 を 遮 断 ま た は 阻 害 す る 活 性 を
持 つ 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236お よ び 活 性 断 片 、 な ら び に
そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 を 使 用 す る こ と も 考 え ら れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 多 種 多 様 な フ
ォ ー マ ッ ト を 利 用 し て 行 う こ と が で き 、 そ の ス ク リ ー ニ ン グ が 目 的 と し て い る 「 活 性 」 の
種 類 に 依 存 し う る 。
【 ０ １ １ ８ 】
あ る 態 様 で は 、 O1-180、 O1-184も し く は O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 に 結 合 す る 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 、 本 発 明 を 応 用 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 は 溶 解 状 態 で 遊 離
し て い る か 、 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る か 、 細 胞 中 ま た は 細 胞 の 表 面 上 に 発 現 し て い て よ い
。 ポ リ ぺ プ チ ド 側 ま た は 化 合 物 側 を 標 識 し て 、 結 合 を 検 出 で き る よ う に す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ ９ 】
も う 一 つ の 態 様 と し て 、 ア ッ セ イ で は 、 天 然 ま た は 人 工 の 基 質 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー に 対
す る O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 結 合 の 阻 害 を 測 定 す る こ と が で き る 。 薬 剤 の 1つ （ O1-
180、 O1-184ま た は O1-236、 結 合 パ ー ト ナ ー ま た は 化 合 物 ） を 標 識 す る 競 合 結 合 ア ッ セ イ
を 行 う こ と が で き る 。 通 常 は ポ リ ペ プ チ ド が 標 識 分 子 種 に な る 。 遊 離 標 識 の 量 を 結 合 し て
い る 標 識 の 量 と を 対 比 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 結 合 ま た は 結 合 の 阻 害 を 決 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
化 合 物 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め の も う 一 つ の 技 術 は 、 WO84/03564に
記 載 さ れ て い る 。 多 数 の 小 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 を プ ラ ス チ ッ ク ピ ン な ど の 固 体 基 盤 ま た は
他 の 何 ら か の 表 面 上 に 合 成 す る 。 ぺ プ チ ド 試 験 化 合 物 を O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 反
応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を さ ま ざ ま な 方 法 で 検 出 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
精 製 さ れ た O1-180、 O1-184ま た は O1-236は 、 上 述 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 使 用 す る た
め に 、 プ レ ー ト 上 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 し か し 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る
非 中 和 抗 体 を 使 っ て 、 固 相 に ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 化 す る こ と も で き る 。 ま た 、 反 応 性 領 域
（ 好 ま し く は 末 端 領 域 ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 っ て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236活
性 領 域 を 固 相 に 連 結 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
O1-180、 O1-184ま た は O1-236遺 伝 子 中 に 自 然 突 然 変 異 も し く は 人 工 突 然 変 異 ま た は 野 生 型
を 含 む さ ま ざ ま な 細 胞 株 を 使 っ て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の さ ま ざ ま な 機 能 的 特 性
を 研 究 し 、 候 補 化 合 物 が こ れ ら の 特 性 に ど の よ う に 影 響 を 及 ぼ す か を 研 究 す る こ と が で き
る 。 突 然 変 異 を 人 工 的 に 作 る 方 法 は 、 本 明 細 書 の 他 の 項 で 説 明 す る 。 ま た 、 O1-180、 O1-1
84ま た は O1-236中 に 生 じ て 不 妊 に つ な が る 、 不 妊 の 一 因 と な る 、 そ し て /ま た は 他 の 形 で
不 妊 を 引 き 起 こ す 自 然 突 然 変 異 も 、 本 明 細 書 の 他 の 項 で 説 明 す る 。 ア ッ セ イ で は 、 化 合 物
の 生 化 学 的 性 質 を 考 慮 し て 、 化 合 物 を 適 当 に 調 合 し 、 標 的 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 ア ッ セ イ に
よ っ て は 培 養 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 次 に 、 多 種 多 様 な 生 理 学 的 ア ッ セ イ に 基 づ い て 細 胞 を
調 べ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 O1-180、 O1-184も し く は O1-236ま た は 関 連 経 路 の 機 能 を
探 る こ と が で き る よ う な 分 子 解 析 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
具 体 的 一 態 様 と し て 、 当 技 術 分 野 で 標 準 的 な 手 段 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ
ち O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 使 っ て 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 解 析 を 行 う 。 ツ ー ハ イ ブ
リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ は 、 あ る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 、 そ の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 他 の
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 解 明 す る た め ま た は 特 徴 づ け る た め に 使 用 さ れ る 。
機 能 が わ か っ て い な い タ ン パ ク 質 （ こ こ で は こ れ を 「 ベ イ ト （ bait） 」 と い う ） を 、 GAL4
の DNA結 合 ド メ イ ン を も 含 ん で い る キ メ ラ タ ン パ ク 質 と し て 製 造 す る 。 こ の キ メ ラ タ ン パ
ク 質 を 発 現 さ せ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド で 酵 母 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 こ の 酵
母 細 胞 は 、 さ ま ざ ま な 候 補 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る さ ま ざ ま な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 融
合 さ れ た GAL4活 性 化 ド メ イ ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 代 表 プ ラ ス ミ ド も 含 む 。 も し
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ベ イ ト タ ン パ ク 質 が 標 的 タ ン パ ク 質 と 物 理 的 に 相 互 作 用 す る の で あ れ ば 、 GAL4活 性 化 ド メ
イ ン と GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と が つ な が れ 、 そ の 結 果 、 共 同 的 に 作 用 し て レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 転 写 を 促 進 す る こ と が で き る よ う に な る 。 ベ イ ト タ ン パ ク 質 と 、 あ る 細 胞 中 の 候 補 標
的 タ ン パ ク 質 と の 間 に 相 互 作 用 が 起 こ ら な い 場 合 は 、 GAL4成 分 は 離 れ た ま ま で あ り 、 レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 単 独 で は 促 進 す る こ と が で き な い 。 b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 HIS3、 AD
E2ま た は URA3を 含 め て 、 さ ま ざ ま な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 利 用 で き る こ と が 、 当 業 者 に は 知
ら れ て い る 。 ま た 、 GAL4成 分 の 相 互 作 用 （ し た が っ て 特 定 ベ イ ト と 標 的 タ ン パ ク 質 と の 相
互 作 用 ） を 示 す た め に 、 複 数 の レ ポ ー タ ー 配 列 を そ れ ぞ れ 異 な る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 に 置 い て 、 同 じ 細 胞 内 で 利 用 す る こ と も で き る 。 複 数 の レ ポ ー タ ー 配 列 を 使 用 す れ ば
偽 陽 性 候 補 を 取 得 す る 可 能 性 が 下 が る こ と が 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 ま た 、 LexAな ど
の 代 替 DNA結 合 ド メ イ ン /活 性 化 ド メ イ ン 成 分 を 使 用 す る こ と も で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
の ト ラ ン ス 活 性 化 を も た ら す こ と が で き る 限 り 、 任 意 の 活 性 化 ド メ イ ン を 任 意 の DNA結 合
ド メ イ ン と 組 み 合 わ せ う る こ と が 、 当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 LexAシ ス テ ム の 場
合 と 同 様 に 、 2つ の 成 分 の ど ち ら か 一 方 は 、 他 方 の 成 分 が 存 在 し て そ れ ら が 共 同 し て レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の ト ラ ン ス 活 性 化 を 可 能 に す る 限 り 、 原 核 生 物 由 来 で あ っ て も よ い こ と も 、
当 業 者 に は 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 実 験 の 試 薬 類 お よ び 設 計 は 、 こ の シ ス テ ム の 最 新 の 改 良 版 （ Fashenaら
、 2000） を 含 め て 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る （ P. L. Bartelお よ び S. Fields編 「 The
 Yeast Two-Hybrid System」 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学 出 版 局 、 1997） 。 当 業 者 に は 、 Clonte
ch（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト ） 製 の Matchmaker（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム や HybriZAP（ 登
録 商 標 ） 2.1ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ Stratagene； カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ ） な ど
の 市 販 の ベ ク タ ー 、 ま た は 研 究 コ ミ ュ ニ テ ィ を 通 し て 入 手 で き る ベ ク タ ー （ Yangら 、 1995
； Jamesら 、 1996） が 知 ら れ て い る 。 こ れ に 代 わ る 態 様 で は 、 哺 乳 類 （ Stratagene（ カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ ） 製 の 哺 乳 類 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ キ ッ ト ） ま た は 大 腸 菌 （ Hu
ら 、 2000） な ど の 、 酵 母 以 外 の 生 物 が ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 解 析 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
あ る 代 替 態 様 で は 、 細 胞 質 ベ ー ス の ア ッ セ イ で タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す
る ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム が 利 用 さ れ る 。 こ の 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 細 胞 質 で 発 現 さ
せ る こ と に よ り 、 翻 訳 後 修 飾 が 起 こ る よ う に し 、 ま た 転 写 活 性 化 因 子 お よ び 転 写 阻 害 因 子
を ベ イ ト と し て ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る よ う に す る 。 そ の よ う な 系 の 一 例
は 、 Stratagene（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ ） の CytoTrap（ 登 録 商 標 ） ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド
シ ス テ ム で あ り 、 こ の シ ス テ ム で は 、 hSos（ グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 ） の 酵 母 ホ モ
ロ グ で あ る cdc25遺 伝 子 に 温 度 感 受 性 突 然 変 異 を 持 つ 酵 母 の 細 胞 膜 に 標 的 タ ン パ ク 質 が 固
定 さ れ る こ と に な る 。 ベ イ ト タ ン パ ク 質 が 標 的 に 結 合 す る と 、 hSosが 膜 に 局 在 化 し 、 GDP/
GTP交 換 を 促 進 す る こ と に よ る RASの 活 性 化 が 可 能 に な る 。 次 に RASは 、 突 然 変 異 型 酵 母 cdc
25Hの 37℃ で の 生 育 を 可 能 に す る シ グ ナ リ ン グ カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す る 。 こ の シ ス テ ム の
た め の ベ ク タ ー （ pMyrお よ び pSosな ど ） お よ び こ の シ ス テ ム に 関 す る 他 の 実 験 詳 細 は 、 St
ratagene（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ホ ー ヤ ） か ら 入 手 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 5,776,689号 も 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の あ る 態 様 に よ れ ば 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 相 互 作 用 す る ペ
プ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 試 験 ペ プ チ ド （ こ の 試 験 ペ プ チ ド は DNA結 合 ド メ
イ ン に 融 合 さ れ て い る ） を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 第 1核 酸 と 、 O1-180、 O1-184ま
た は O1-236の 少 な く と も 一 部 （ こ の O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 少 な く と も 一 部 は DNA
活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 さ れ て い る ） を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 第 2核 酸 と を 、 細 胞
に 導 入 す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 次 に 、 DNA結 合 ド メ イ ン と DNA活 性 化 ド メ イ ン と
の 相 互 作 用 を ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 試 験 ペ プ チ ド と O1-180、 O1-184も し く は O1-236
ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 と の 相 互 作 用 に 関 す る ア ッ セ イ を 行 う 。 例 え ば 、 DNA結 合 ド
メ イ ン と 活 性 化 ド メ イ ン と の 相 互 作 用 の ア ッ セ イ は 、 b-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 の 活 性 化 で
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あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
一 つ の 代 替 方 法 は 、 組 換 え O1-180、 O1-184ま た は O1-236に よ る l.gt11、 l.LZAP（ Stratage
ne） ま た は こ れ に 等 価 な cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 組 換 え O1-180、
O1-184も し く は O1-236ま た は そ の 断 片 は 、 FLAG、 HSVま た は GSTな ど の 小 さ い ペ プ チ ド タ グ
に 融 合 さ れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド タ グ は 、 便 利 な キ ナ ー ゼ （ 心 筋 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ な ど
） リ ン 酸 化 部 位 を 持 つ こ と が で き 、 あ る い は ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 組 換 え O1-180
、 O1-184ま た は O1-236は 、 3 2 [P]で リ ン 酸 化 す る か 、 ま た は 標 識 せ ず に 使 用 し て 、 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン ま た は タ グ に 対 す る 抗 体 で 検 出 す る こ と が で き る 。 l.gt11 cDNA発 現 ラ イ ブ
ラ リ ー を 興 味 あ る 細 胞 か ら 作 製 し 、 組 換 え O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 洗 浄 し 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 相 互 作 用 す る cDNAク ロ ー ン を 単 離 す る 。
当 業 者 は こ の よ う な 方 法 を 日 常 的 に 使 用 し て い る 。 例 え ば Sambrookの 前 掲 書 を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
も う 一 つ の 方 法 は 、 cDNAを ベ ク タ ー 中 の 哺 乳 類 プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 の 間 に
ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ を 細 胞 に 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 、 哺 乳 類 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー
の ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 48時 間 後 に 、 固 定 洗 浄 し た 細 胞 を 標 識 O1-180、 O1-184ま た は O1
-236と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 こ の よ う に し
て 、 目 的 の 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 含 む cDNAの プ ー ル を 選 択 し 、 各 プ ロ ー ブ を
さ ら に 細 分 し 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 結 合 お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の サ イ
ク ル を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 目 的 の cDNAを 単 離 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 cDNAラ イ
ブ ラ リ ー 全 体 を 哺 乳 類 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ れ ら の 細 胞 を 、 プ レ ー ト に 結 合 さ せ
た O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 含 む デ ィ ッ シ ュ 上 で パ ン ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 目 的
の cDNAを 単 離 す る こ と も で き る 。 洗 浄 後 に 付 着 し て い る 細 胞 を 溶 解 し 、 プ ラ ス ミ ド DNAを
単 離 し 、 細 菌 内 で 増 幅 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と パ ン ニ ン グ の サ イ ク ル を 、 単 一 の cDNA
ク ロ ー ン が 得 ら れ る ま で 繰 り 返 す 。 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る Seedら （ 1987） お
よ び Aruffoら （ 1987） を 参 照 さ れ た い 。 結 合 タ ン パ ク 質 が 分 泌 さ れ る 場 合 は 、 一 過 性 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト 細 胞 か ら 得 ら れ る 上 清 を ア ッ セ イ す る た め の 結 合 ア ッ セ イ ま た は 中 和 ア ッ セ
イ が い っ た ん 確 立 さ れ れ ば 、 同 様 の プ ー ル 戦 略 に よ っ て 、 そ の cDNAを 取 得 す る こ と が で き
る 。 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 一 般 的 方 法 は Wongら （ 1985） に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
も う 一 つ の 代 替 方 法 は 、 O1-180、 O1-184お よ び O1-236と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 細 胞 か
ら の 直 接 単 離 す る こ と で あ る 。 O1-180、 O1-184ま た は O1-236と GSTま た は 小 ペ プ チ ド タ グ
と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 ビ ー ズ に 固 定 化 す る 。 興 味 あ る 細 胞 か ら 、 生 合 成 的 に 標 識
さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は 標 識 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 調 製 し 、 前 記 ビ ー ズ と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 O1-180、 O1-184ま た は O1-236と 相 互 作 用 す る タ ン
パ ク 質 を ビ ー ズ か ら 特 異 的 に 溶 離 さ せ 、 SDS-PAGEで 解 析 す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー 一 次 ア ミ ノ
酸 配 列 デ ー タ を マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 得 る 。 所 望 に よ り 、 細 胞 タ ン パ ク 質 の
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 な ど と い っ た 機 能 的 応 答 を 誘 発 す る 薬 剤 で 細 胞 を 処 理 す る こ と も で き る
。 そ の よ う な 薬 剤 の 一 例 は 成 長 因 子 ま た は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2な ど の サ イ ト カ イ ン だ ろ
う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
も う 一 つ の 代 替 方 法 は 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 で あ る 。 組 換 え O1-180、 O1-184ま た は O1-2
36を 標 識 細 胞 抽 出 物 ま た は 非 標 識 細 胞 抽 出 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 抗 O1-180、 O1-184
ま た は O1-236抗 体 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 免 疫 沈 降 物 を プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ ー ス で 回 収 し 、
SDS-PAGEで 解 析 す る 。 非 標 識 タ ン パ ク 質 は ビ オ チ ン 化 に よ っ て 標 識 さ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン を 使 っ て SDSゲ ル 上 で 検 出 さ れ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ シ ー ク エ ン
シ ン グ に よ っ て 解 析 す る 。 さ ら に 、 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ に 先 立 っ て 、 当 業 者 に 知 ら
れ て い る 標 準 的 な 生 化 学 精 製 ス テ ッ プ を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
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さ ら に も う 一 つ の 代 替 方 法 は 、 結 合 パ ー ト ー ナ ー に 関 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ
ー ニ ン グ で あ る 。 タ グ 付 き の ま た は 標 識 し た 組 換 え O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 使 っ て
、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ホ ス ホ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 O1-180、 O1-184ま た は
O1-236と 相 互 作 用 す る ペ プ チ ド を 選 択 す る 。 ペ プ チ ド の シ ー ク エ ン シ ン グ は 、 相 互 作 用 す
る タ ン パ ク 質 に 見 い だ さ れ る か も し れ な い 共 通 ペ プ チ ド 配 列 の 同 定 に つ な が る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
本 発 明 は さ ま ざ ま な 動 物 モ デ ル の 使 用 も 包 含 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト O1-180、 O1-184ま た は O1
-236と 他 の 動 物 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 間 に 認 め ら れ る 一 致 は い ず れ も 、 そ れ が 正
常 に 発 現 さ れ る 丸 ご と の 動 物 系 で の O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 機 能 を 調 べ る 格 好 の 機
会 に な る 。 正 常 な O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 発 現 さ せ る こ と が で き な い 突 然 変 異 型 細
胞 系 を 開 発 ま た は 単 離 す る こ と に よ り 、 マ ウ ス に 、 卵 形 成 お よ び 胚 発 生 に お け る O1-180、
O1-184ま た は O1-236の 機 序 お よ び そ の 役 割 の 研 究 を 可 能 に す る モ デ ル を 作 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
試 験 化 合 物 に よ る 動 物 の 処 置 に は 、 化 合 物 を 適 当 な 形 態 で 動 物 に 投 与 す る こ と が 含 ま れ る
だ ろ う 。 投 与 は 、 例 え ば 経 口 、 鼻 腔 、 口 腔 、 直 腸 、 腟 内 ま た は 局 所 経 路 な ど 、 臨 床 目 的 ま
た は 非 臨 床 目 的 に 利 用 す る こ と が で き る 任 意 の 経 路 で 行 わ れ る だ ろ う 。 あ る い は 、 投 与 は
、 気 管 内 点 滴 、 気 管 支 点 滴 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 注 射 に よ っ て 行 う
こ と も で き る 。 特 に 、 全 身 的 静 脈 内 注 射 、 血 液 供 給 ま た は リ ン パ 供 給 を 介 し た 局 部 的 投 与
お よ び 腫 瘍 内 注 射 が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
あ る 化 合 物 の イ ン ビ ボ で の 有 効 性 の 決 定 に は 多 種 多 様 な 基 準 が 含 ま れ う る 。 そ の よ う な 基
準 に は 、 例 え ば 妊 性 の 向 上 、 妊 性 の 減 少 ま た は 避 妊 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 発 明 の 一 態 様 で は 、 機 能 的 O1-180、 O1-184も し く は O1-236ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異
体 を コ ー ド す る 機 能 的 導 入 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 作 出 さ れ る 。 O1-180、
O1-184ま た は O1-236導 入 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 そ の よ う な 動 物 か
ら 得 ら れ る 組 換 え 細 胞 系 、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 胚 は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236
の 機 能 を 誘 導 ま た は 抑 制 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て 、 そ の よ う な 薬 剤 を 同 定 す る
方 法 に 役 立 ち う る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 疾 患 状 態 を 研 究 す る た め の モ デ
ル と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 の 一 態 様 で は 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236導 入 遺 伝 子 を 非 ヒ ト 宿 主 に 導 入 し て 、
O1-180、 O1-184ま た は O1-236を 発 現 さ せ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 出 す る 。 本 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 導 入 遺 伝 子 が 発 現 で き る よ う な 形 で ゲ ノ ム に 導 入 遺 伝 子 を 組 み 込 む
こ と に よ っ て 作 出 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出 方 法 は 、 Wagnerお よ び Hoppe（
米 国 特 許 第 4,873,191号 ； こ の 特 許 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） 、 Brinsterら ,
 1985（ こ の 文 献 は 参 照 に よ り そ の 全 文 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） な ら び に Hogan, Bedd
ington, Costantimiお よ び Long「 Manipulating the Mouse Embryo； A Laboratory Manual
」 第 2版 （ Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994； こ の 文 献 は 参 照 に よ り そ の 全 文
が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る ） に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
導 入 遺 伝 子 と 内 在 性 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え に よ っ て 内 在 性 O1-180、 O1-184ま た は O1-236を
置 き 換 え る こ と が 望 ま し い だ ろ う 。 あ る い は 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 出 す る 場 合 の よ
う に 、 欠 失 に よ っ て 内 在 性 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と も で き る 。 典 型 的 に は 、 興 味 あ る 遺 伝 子
の 一 部 と 選 択 マ ー カ ー と を 含 む タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 し 、 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 こ れ ら の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 、 hprt陰 性 ES細 胞 系 に エ レ ク ト
ロ ポ レ ー ト さ れ 、 HATお よ び FIAU中 で 選 択 さ れ る 。 正 し い 突 然 変 異 を 持 つ ES細 胞 を 胚 盤 胞
に 注 入 し て 、 突 然 変 異 型 O1-180、 O1-184お よ び O1-236遺 伝 子 に 関 す る キ メ ラ を 作 出 し 、 最
終 的 に は ヘ テ ロ 接 合 体 お よ び ホ モ 接 合 体 を 作 出 す る 。 例 え ば 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 マ ウ ス に は
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O1-180、 O1-184ま た は O1-236が 存 在 し な い こ と を 利 用 し て 、 O1-180、 O1-184ま た は O1-236
タ ン パ ク 質 の 喪 失 が イ ン ビ ボ で 細 胞 に 及 ぼ す 影 響 を 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
上 述 の よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び そ の よ う な 動 物 に 由 来 す る 細 胞 系 は 、 あ る
種 の 検 証 実 験 に 役 立 ち う る 。 こ の 場 合 、 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 型 O1-180、 O1-184ま た は O1
-236を 発 現 さ せ る 能 力 を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び 細 胞 系 を 、 試 験 物 質 に 暴 露 す
る こ と が で き る 。 野 生 型 O1-180、 O1-184ま た は O1-236発 現 お よ び /ま た は 機 能 を 強 化 す る
能 力 ま た は 突 然 変 異 型 O1-180、 O1-184ま た は O1-236の 発 現 ま た は 機 能 を 損 な う 能 力 に 関 し
て 、 こ れ ら の 試 験 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
F． 患 者 に 投 与 す る た め の 製 剤 お よ び 経 路
臨 床 的 用 途 が 考 え ら れ る 場 合 は 、 意 図 す る 用 途 に 適 し た 形 態 の 医 薬 組 成 物 （ 発 現 ベ ク タ ー
、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 お よ び 薬 物 ） を 製 造 す る 必 要 が あ る だ ろ う 。 一 般
に 、 こ れ に は 、 発 熱 物 質 お よ び ヒ ト ま た は 動 物 に 対 し て 有 害 で あ る か も し れ な い 他 の 不 純
物 を 基 本 的 に 含 ま な い 組 成 物 の 製 造 が 必 要 だ ろ う 。
【 ０ １ ４ ０ 】
一 般 的 に は 、 送 達 ベ ク タ ー を 安 定 化 し 、 標 的 細 胞 に よ る 取 り 込 み を 可 能 に す る た め に 、 適
当 な 塩 類 お よ び 緩 衝 液 を 使 用 す る こ と が 望 ま れ る だ ろ う 。 緩 衝 液 は 、 組 換 え 細 胞 を 患 者 に
導 入 す る 場 合 に も 使 用 さ れ る だ ろ う 。 本 発 明 の 水 性 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 ま
た は 水 性 媒 質 に 溶 解 ま た は 分 散 さ れ た 有 効 量 の 細 胞 向 け ベ ク タ ー を 含 む 。 そ の よ う な 組 成
物 は 接 種 材 料 と も 呼 ば れ る 。 「 薬 学 的 ま た は 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 」 と い う 表 現 は 、 動 物
ま た は ヒ ト に 投 与 し た と き に 有 害 反 応 、 ア レ ル ギ ー 反 応 ま た は 他 の 不 都 合 な 反 応 を 引 き 起
こ さ な い 分 子 的 実 体 お よ び 組 成 物 を 指 す 。 本 明 細 書 に い う 「 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 」 は
、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 浸 透 圧 調 節 剤 、 吸 収
遅 延 剤 な ど を 包 含 す る 。 医 薬 活 性 物 質 へ の そ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 技 術 分
野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 通 常 の 媒 質 ま た は 薬 剤 は 、 そ れ が 本 発 明 の ベ ク タ ー ま た は 細 胞
と 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 治 療 用 組 成 物 へ の 使 用 が 考 え ら れ る 。 組 成 物 に は 追 加 活 性 成 分
も 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
本 発 明 の 活 性 組 成 物 に は 、 古 典 的 医 薬 調 製 物 を 含 め る こ と が で き る 。 こ れ ら 本 発 明 組 成 物
の 投 与 に は 、 ど の 一 般 的 経 路 で あ っ て も 、 そ の 経 路 で 標 的 組 織 に 到 達 す る こ と が で き る 限
り 、 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ に は 経 口 、 鼻 腔 、 口 腔 、 直 腸 、 膣 内 お よ び 局 所 経 路 が 含
ま れ る 。 あ る い は 、 投 与 は 、 同 所 性 、 経 皮 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 注 射 に よ
っ て 行 う こ と も で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 通 常 は 上 述 の 薬 学 的 に 許 容 で き る 組 成 物 と
し て 投 与 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ １ ４ ２ 】
活 性 化 合 物 は 、 非 経 口 投 与 ま た は 腹 腔 内 投 与 す る こ と も で き る 。 遊 離 塩 基 ま た は 薬 理 学 的
に 許 容 で き る 塩 と し て の 活 性 化 合 物 の 溶 液 は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス な ど の 界 面
活 性 剤 と 適 切 に 混 合 し た 水 中 に 調 製 す る こ と が で き る 。 分 散 液 を グ リ セ ロ ー ル 、 液 体 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び そ の 混 合 物 中 、 な ら び に 油 中 に 調 製 す る こ と も で き る 。 通 常
の 貯 蔵 お よ び 使 用 条 件 で は 、 こ れ ら の 調 製 物 は 微 生 物 の 成 長 を 防 止 す る た め に 保 存 剤 を 含
む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
注 射 用 途 に 適 し た 医 薬 形 態 に は 、 滅 菌 水 溶 液 ま た は 滅 菌 水 性 分 散 液 、 お よ び 滅 菌 注 射 用 溶
液 ま た は 滅 菌 注 射 用 分 散 液 の 即 時 調 合 用 の 滅 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 剤 形 は
滅 菌 さ れ て い な け れ ば な ら ず 、 容 易 に 注 射 器 を 通 過 す る 程 度 に 流 動 性 で な け れ ば な ら な い
。 ま た 、 製 造 お よ び 貯 蔵 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 の
汚 染 作 用 に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー
ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど
） 、 そ の 適 当 な 混 合 物 、 お よ び 植 物 油 な ど を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ る こ と が で き る 。
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適 正 な 流 動 性 は 、 例 え ば レ シ チ ン な ど の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ っ て 、 分 散 系 の 場 合 に は
必 要 な 粒 径 の 維 持 に よ っ て 、 ま た 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ っ て 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生
物 の 作 用 の 防 止 は 、 さ ま ざ ま な 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ
ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 多 く
の 場 合 、 浸 透 圧 調 節 剤 、 例 え ば 糖 ま た は 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど を 含 め る こ と が 好 ま し い だ ろ
う 。 注 射 用 組 成 物 の 持 続 的 吸 収 は 、 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル
ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど を 組 成 物 中 に 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
滅 菌 注 射 用 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 、 適 当 な 溶 媒 中 で 、 上 に 列 挙 し た 他 の さ ま ざ ま
な 成 分 と 必 要 量 で 混 合 し た 後 、 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 分 散 液 は
、 基 礎 分 散 媒 と 上 に 列 挙 し た も の か ら 選 択 さ れ る 他 の 必 要 な 成 分 と を 含 む 滅 菌 ビ ヒ ク ル に
さ ま ざ ま な 滅 菌 活 性 成 分 を 混 合 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 用 溶 液 を 調 製 す る
た め の 滅 菌 粉 末 の 場 合 、 好 ま し い 製 造 方 法 は 、 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ り 、 こ れ
に よ り 、 活 性 成 分 ＋ 先 に 滅 菌 濾 過 し た そ の 溶 液 に 由 来 す る 所 望 の 追 加 成 分 の 粉 末 が 得 ら れ
る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 明 細 書 に い う 「 薬 学 的 に 許 容 で き る 担 体 」 は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ
ン グ 、 抗 菌 剤 、 抗 真 菌 剤 、 浸 透 圧 調 節 剤 、 吸 収 遅 延 剤 な ど を 包 含 す る 。 医 薬 活 性 物 質 へ の
そ の よ う な 媒 質 お よ び 薬 剤 の 使 用 は 、 当 技 術 分 野 で は よ く 知 ら れ て い る 。 通 常 の 媒 質 ま た
は 薬 剤 は 、 そ れ が 本 発 明 の 活 性 成 分 と 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 治 療 用 組 成 物 へ の 使 用 が 考
え ら れ る 。 組 成 物 に は 追 加 活 性 成 分 も 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
経 口 投 与 の 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 賦 形 剤 と 混 合 し 、 非 摂 取 用 含 嗽 剤 お よ び 歯 磨 剤
の 形 で 試 用 す る こ と が で き る 。 含 嗽 剤 は 必 要 量 の 活 性 成 分 を 適 当 な 溶 媒 、 例 え ば ホ ウ 酸 ナ
ト リ ウ ム 溶 液 （ ド ー ベ ル 液 ） な ど に 混 合 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 あ る い
は 、 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ セ リ ン お よ び 重 炭 酸 カ リ ウ ム を 含 む 殺 菌 洗 浄 剤 に 活 性 成 分 を
組 み 込 む こ と も で き る 。 活 性 成 分 は 、 ゲ ル 剤 、 ペ ー ス ト 剤 、 粉 末 剤 お よ び ス ラ リ ー 剤 を 含
む 歯 磨 剤 に 分 散 さ せ て も よ い 。 水 、 結 合 剤 、 研 磨 材 、 着 香 剤 、 起 泡 剤 お よ び 湿 潤 剤 を 含 み
う る 練 り 歯 磨 き 剤 に 、 治 療 有 効 量 の 活 性 成 分 を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 、 中 性 ま た は 塩 の 形 で 処 方 す る こ と が で き る 。 薬 学 的 に 許 容 で き る 塩 に
は 、 酸 付 加 塩 （ タ ン パ ク 質 の 遊 離 の ア ミ ノ 基 を 使 っ て 形 成 さ れ る も の ） が 含 ま れ 、 こ れ ら
は 例 え ば 塩 酸 ま た は リ ン 酸 な ど の 無 機 酸 、 ま た は 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ ル 酸 な
ど の 有 機 酸 を 使 っ て 形 成 さ れ る 。 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 を 使 っ て 形 成 さ れ る 塩 も 、 例 え ば
水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム ま た は 第 二 鉄 な ど の 無 機 塩 基 、
お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の 有 機 塩 基
か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
製 剤 化 が 終 わ っ た ら 、 溶 液 剤 は 、 そ の 剤 形 に 適 し た 方 法 で 、 治 療 的 に 有 効 で あ る よ う な 量
で 投 与 さ れ る だ ろ う 。 製 剤 は 、 注 射 用 溶 液 、 薬 物 放 出 カ プ セ ル な ど の さ ま ざ ま な 剤 形 で 、
容 易 に 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 水 性 溶 液 剤 と し て 非 経 口 投 与 す る 場 合 は 、 溶 液 が 必 要 に 応 じ
て 適 切 に 緩 衝 化 さ れ て い る べ き で あ り 、 希 釈 液 を ま ず 十 分 量 の 食 塩 水 ま た は グ ル コ ー ス で
等 張 性 に な る よ う に す る 。 こ れ ら の 特 定 の 水 溶 液 は 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 お よ び 腹 腔 内 投
与 に と り わ け 適 し て い る 。 こ れ に 関 し て 、 使 用 す る こ と が で き る 滅 菌 水 性 媒 質 は 、 本 明 細
書 の 内 容 を 考 慮 す れ ば 、 当 業 者 に は わ か る だ ろ う 。 例 え ば 、 1回 量 を 1mlの 等 張 性 NaCl溶 液
に 溶 解 し 、 そ れ を 1000mlの 皮 下 注 入 液 に 加 え る か 、 注 入 し よ う と す る 部 位 に 注 射 す る （ 例
え ば 「 Remington's Pharmaceutical Sciences」 第 15版 の 1035～ 1038頁 お よ び 1570～ 1580
頁 を 参 照 さ れ た い ） 。 処 置 対 象 の 状 態 に 応 じ て 投 与 量 に は 必 然 的 に あ る 程 度 の 変 動 が 生 じ
る だ ろ う 。 い ず れ に せ よ 、 投 薬 責 任 者 は 個 々 の 対 象 に 適 し た 用 量 を 決 定 す る こ と に な る 。
さ ら に 、 ヒ ト 投 与 の 場 合 、 調 製 物 は 、 FDA生 物 製 剤 局 の 基 準 が 要 求 す る 滅 菌 性 、 発 熱 原 性
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、 一 般 的 安 全 性 お よ び 純 度 の 基 準 を 満 た す べ き で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
G． 実 施 例
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 例 示 す る た め に 、 以 下 に 実 施 例 を 記 載 す る 。 以 下 の 実 施 例 に 開 示
す る 技 術 は 、 本 発 明 者 ら が 本 発 明 の 実 施 に 際 し て う ま く 機 能 す る こ と を 見 い だ し た 技 術 を
表 し 、 し た が っ て そ の 実 施 の 好 ま し い 形 態 を 構 成 す る と み な す こ と が で き る と い う こ と は
、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 し か し 、 こ こ に 開 示 す る 具 体 例 に は 数 多 く の 変 更 を
加 え る こ と が で き 、 そ れ で も な お 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 よ く 似
た ま た は 同 類 の 結 果 が 得 ら れ る こ と は 、 本 明 細 書 の 開 示 に 照 ら し て 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ
る だ ろ う 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ５ ０ 】
cDNAサ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 卵 巣 は 、 卵 胞 形 成 の 初 期 障 害 に よ り 、 野 生 型 の 卵 巣 と は 組 織 学
的 に 著 し く 異 な る 。 特 に 、 ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で は 単 層 一 次 卵 胞 が 比 較 的 豊 富 で 、 卵 母
細 胞 喪 失 後 に 異 常 卵 胞 巣 が 形 成 さ れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ る 新 規 卵 巣 発 現 転 写 物 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 卵 巣 組 成 の こ れ ら の 相
違 を 利 用 し 、 そ れ ら を 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 変 化 と 関 連 付 け た 。
【 ０ １ ５ １ 】

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ C57BL/6/129SvEv雑 種 ） ま た は 野 生 型 マ ウ ス か ら 卵 巣 を 集 め 、
各 プ ー ル か ら ポ リ A+ mRNAを 調 製 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 CLONTECH PCR-Selectサ ブ ト ラ ク シ
ョ ン キ ッ ト の 変 法 を 使 っ て 、 ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 中 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 配 列 が
濃 縮 さ れ て い る と 予 想 さ れ る pBluescript SK+プ ラ ス ミ ド 型 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た
。
【 ０ １ ５ ２ 】
ベ ク タ ー に 複 数 の イ ン サ ー ト が 挿 入 さ れ る こ と を 防 止 す る た め に 、 低 い モ ル 比 の EagI消 化
cDNA断 片 イ ン サ ー ト を 使 っ て pBluescript SK+の NotI部 位 へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 な っ た
。 形 質 転 換 を 行 な い 、 1000個 を 越 え る 独 立 し た 細 菌 ク ロ ー ン を 拾 い 、 グ リ セ ロ ー ル 中 － 80
℃ で 保 存 し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 の 残 り は 、 将 来 行 わ れ る 形 質 転 換 に 備 え て － 80℃ で
保 存 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ５ ３ 】
pOvary1（ pO1） ラ イ ブ ラ リ ー イ ン サ ー ト の 初 回 配 列 解 析
本 発 明 者 ら は 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の pO1サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ
て 得 た 331個 の イ ン サ ー ト の 配 列 解 析 を 行 っ た 。 Applied Biosystems 373 DNAシ ー ク エ ン
サ ー を 使 っ て こ れ ら の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ
ー の デ ー タ ベ ー ス を 使 っ て BLAST検 索 を 行 な っ た 。 DNASTAR解 析 プ ロ グ ラ ム を 使 っ て 新 規 配
列 を オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 関 し て 解 析 し 、 以 前 に 同 定 さ れ た 新 規 配 列 と 比 較 し
た 。 そ の デ ー タ を 表 １ に 要 約 す る 。 表 に 示 す よ う に 、 ク ロ ー ン の 大 半 は 既 知 遺 伝 子 で あ る
か 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト ESTに 一 致 し た 。 9.4％ の ク ロ ー ン が デ ー タ ベ ー ス 中 の ど の 既 知 配 列
と も 一 致 し な か っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
【 表 １ 】
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【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ５ ５ 】
卵 巣 発 現 遺 伝 子 の 発 現 解 析 と cDNAス ク リ ー ニ ン グ
ど の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 と も 一 致 し な か っ た す べ て の cDNAに 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
を 行 な っ た 。 ま た 、 主 と し て マ ウ ス 2細 胞 胚 cDNAラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る ESTと 一 致 す る 配
列 （ 例 え ば O1-184お よ び O1-236） も 解 析 し た 。 後 者 の EST群 を 解 析 し た 理 論 的 根 拠 は 、 卵
母 細 胞 で 高 レ ベ ル に 発 現 さ れ る mRNAは 2細 胞 期 ま で 持 続 す る 可 能 性 が あ り 、 卵 子 の 受 精 ま
た は 雄 性 お よ び 雌 性 前 核 の 融 合 を 含 む 初 期 胚 発 生 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る と い う こ と で あ
る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
新 規 卵 巣 遺 伝 子 の 初 期 ス ク リ ー ニ ン グ の 結 果 を 表 2に 記 載 す る 。 23個 の ク ロ ー ン を ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト 解 析 し た と こ ろ 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち 8個 が ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 中 で ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 明 ら か に な り 、 こ の こ と か ら 、 使 用 し た サ ブ ト ラ ク テ ィ ブ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル は 妥 当 で あ っ た こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 成 体 C57BL/
6/129SvEv雑 種 マ ウ ス （ 卵 巣 RNA） ま た は Swiss WEBSTERマ ウ ス （ 他 の 全 組 織 ） か ら 単 離 し
た 全 RNAを 使 っ て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 な っ た と こ ろ 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち 、 2細
胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 配 列 決 定 さ れ た ESTと 一 致 す る 2つ の ク ロ ー ン を 含 む 4つ の ク ロ ー ン が
、 卵 巣 だ け に 発 現 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 1） 。 O1-236断 片 プ ロ ー ブ （ 749bp） に よ
っ て 、 約 1.0kbの 転 写 物 が 検 出 さ れ た （ 図 1） 。 現 在 ま で に 数 個 の ク ロ ー ン を そ の 卵 巣 局 在
に つ い て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に よ っ て 解 析 し た （ 図 2） 。 ク ロ ー
ン O1-180、 O1-184お よ び O1-236は 卵 母 細 胞 特 異 的 で あ り 、 一 次 （ 単 層 ） 前 胞 状 卵 胞 か ら 排
卵 に 至 る ま で 卵 母 細 胞 中 に 発 現 し て い た （ 図 2） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
【 表 ２ 】
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O1-236遺 伝 子 産 物 は 卵 母 細 胞 特 異 的 で あ る （ 図 3） 。 O1-236は 原 始 卵 胞 （ 2型 ） ま た は 小 さ
い 3a型 卵 胞 の 卵 母 細 胞 で は 発 現 さ れ な い が （ Pedersenら 、 1968） 、 中 サ イ ズ の 3a型 卵 胞 お
よ び す べ て の 3b型 卵 胞 （ す な わ ち 最 大 横 断 面 内 で 20個 を 越 え る 顆 粒 膜 細 胞 が 卵 母 細 胞 を 取
り 囲 ん で い る 卵 胞 ） の 卵 母 細 胞 で 初 め て 検 出 さ れ た 。 O1-236 mRNAの 発 現 は 胞 状 卵 胞 段 階
ま で 持 続 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 O1-236遺 伝 子 産 物 の 卵 母 細 胞 特 異 的 発 現 パ タ ー ン は 、

（ McGrathら 、 1995） お よ び 骨 形 成 タ ン パ ク 質 15（ Dubeら 、 1998） を 含 む 本 研 究 者 ら が
研 究 し た 他 の 卵 母 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 の 発 現 に 似 て い る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ５ ８ 】

の ク ロ ー ニ ン グ
野 生 型 卵 巣 お よ び ノ ッ ク ア ウ ト ZAP Express卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 合 成 し 、 ス ク リ
ー ニ ン グ し て 、 上 述 し た 3つ の ク ロ ー ン の 完 全 長 cDNAを 単 離 し た 。 各 完 全 長 cDNAを 再 び デ
ー タ ベ ー ス 検 索 に か け 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 、 開 始 ATGお よ び タ ン パ ク 質 ホ モ
ロ ジ ー に つ い て 解 析 し た 。 完 全 長 cDNAは ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 か ら 決 定 さ れ た mRNAサ イ ズ
に 近 い 。 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 を 使 っ た デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ り 、 新 規 タ ン パ ク 質 の 考 え う る
機 能 と 細 胞 局 在 を 明 確 に す る の に 役 立 つ 重 要 な ド メ イ ン （ 例 え ば シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 、
膜 貫 通 ド メ イ ン 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー な ど ） を 同 定 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 Dubeら （ 1998） に 記 載 し た よ う に 、 野 生 型 卵 巣 ま た は GDF-9欠
損 卵 巣 か ら 作 製 し た Matzukラ ボ ラ ト リ ー ZAP Express（ Stratagene） 卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ
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ー を 、 実 施 例 1で 同 定 さ れ た O1-236部 分 cDNA断 片 を 使 っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 述
べ る と 、 野 生 型 マ ウ ス ま た は GDF-9ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 約 300,000
ク ロ ー ン を 、 チ ャ ー チ （ Church） 溶 液 中 、 63℃ で 、 [a- 3 2 P]dCTPラ ン ダ ム プ ラ イ ム ド プ ロ
ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 フ ィ ル タ ー を 0.1× チ ャ ー チ 溶 液 で 洗 浄 し 、 － 80℃ で 終 夜
露 出 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
マ ウ ス 卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 O1-236 cDNA断 片 に よ り 、 ス ク
リ ー ニ ン グ し た 300,000個 の う ち 22個 の 陽 性 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン が 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の ク
ロ ー ン の う ち 、 mRNAサ イ ズ に 近 く 、 2つ の 独 立 し た ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る 2つ の ク ロ ー ン
（ 236-1と 236-3） を 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 お よ び DNA配 列 解 析 に よ っ て さ ら に 解
析 し た 。 こ れ ら の 独 立 ク ロ ー ン は 984bpの オ ー バ ー ラ ッ プ コ ン テ ィ グ （ ポ リ A配 列 を 除 く ）
を 形 成 し 、 207ア ミ ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る （ 図 4） 。 ポ リ Aテ
ー ル を 含 め る と 、 こ の 配 列 は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で み ら れ た 約 1.0kb mRNAに 近 く な る こ
と か ら 、 5'UTR配 列 の ほ ぼ 全 て が 単 離 さ れ た こ と が 示 唆 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 公 開
デ ー タ ベ ー ス 検 索 に か け た が 、 有 意 な 一 致 は 得 ら れ な か っ た 。 し か し 、 207ア ミ ノ 酸 の オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 使 っ て デ ー タ ベ ー ス 検 索 を 行 な っ た と こ ろ 、 い く つ か の 種
の い く つ か の ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン ホ モ ロ グ と の 高 い ホ モ ロ ジ ー が 明 ら か に な っ た 。 興 味 深
い こ と に 、 O1-236は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン と 最 も 高 い ホ モ ロ ジ ー を 示 す
。 O1-236は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン と 48％ 一 致 し た （ 図
4） 。 こ の ホ モ ロ ジ ー お よ び 両 遺 伝 子 産 物 の 卵 母 細 胞 に お け る 発 現 パ タ ー ン か ら 判 断 し て
、 こ の 遺 伝 子 は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン ［ と 呼 ば れ る （ MacArthurら
、 1997） ］ の 哺 乳 類 オ ル ソ ロ グ で あ る の で 、 本 発 明 者 ら は こ の 遺 伝 子 を と 命 名 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】

cDNA配 列 を 使 っ て ESTデ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ り 、 マ ウ ス に 相 同 な 配 列
を 含 む 2つ の ヒ ト cDNAク ロ ー ン が 見 つ か っ た 。 こ れ ら の 2つ の ESTの 配 列 解 析 を 行 っ た 。 こ
れ ら 2つ の 独 立 し た ク ロ ー ン は 923bpの オ ー バ ー ラ ッ プ コ ン テ ィ グ を 形 成 し 、 こ れ は 214ア
ミ ノ 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド し て い た 。 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で は 、 ヒ ト NP
M2は Xnpm2お よ び マ ウ ス に 対 し て 、 そ れ ぞ れ 48％ お よ び 67％ 一 致 し て い た （ 図 5） 。
【 ０ １ ６ ２ 】
カ エ ル と 哺 乳 類 の NPM2配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、 い く つ か の 興 味 深 い 特 徴 が 認 め ら れ た 。 ヌ
ク レ オ プ ラ ス ミ ン は KR-(X)10-KKKKか ら な る 二 極 性 核 移 行 シ グ ナ ル を 持 つ （ Dingwallら 、 1
987） 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 中 の こ れ ら の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 ク ラ ス タ ー の ど ち ら を 欠 失 さ せ
る と 、 核 へ の 移 行 が 妨 げ ら れ た （ Robbinsら 、 1991） 。 マ ウ ス と ヒ ト の NPM2配 列 を 解 析 し
た と こ ろ 、 こ の 二 極 性 配 列 は 上 記 2つ の タ ン パ ク 質 間 で 100％ 保 存 さ れ て い た （ 図 5） 。 し
た が っ て 、 哺 乳 類 NPM2は 核 に 移 行 し 、 主 に そ こ で 機 能 す る と 予 想 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
ま た 、 負 荷 電 残 基 の 長 い ス ト レ ッ チ も 、 NPM2と ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の 間 で 保 存 さ れ て い た
。 NPM2の ア ミ ノ 酸 125～ 144と 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の ア ミ ノ 酸 128～ 146は 、 ほ と ん ど が グ
ル タ ミ ン 酸 残 基 と ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 で あ り 、 NPM2で は 20残 基 の う ち の 19残 基 が 、 ま た ヌ
ク レ オ プ ラ ス ミ ン で は 19残 基 の う ち の 16残 基 が Aspま た は Gluで あ る 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル
ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の こ の 領 域 は 、 正 に 荷 電 し た プ ロ タ ミ ン お よ び ヒ ス ト ン へ の 結 合 と 結
び つ け ら れ て い る 。 し た が っ て 、 NPM2の こ の 酸 性 領 域 に も 同 様 の 機 能 が 予 想 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
NPM2配 列 お よ び ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 配 列 の も う 一 つ の 明 白 な 特 徴 は 、 セ リ ン 残 基 お よ び ス
レ オ ニ ン 残 基 数 の 多 さ で あ る 。 NPM2配 列 は 19残 基 の セ リ ン と 17残 基 の ス レ オ ニ ン （ す な わ
ち 全 残 基 の 17.2％ ） を 含 有 し 、 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン は 12残 基 の セ リ ン と 11残 基 の ス レ オ ニ
ン （ す な わ ち 全 残 基 の 11.5％ ） を 持 っ て い た 。 NPM2配 列 お よ び ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 配 列 か
ら 、 多 数 の 推 定 リ ン 酸 化 部 位 が 予 想 さ れ た 。 こ れ ら 2つ の タ ン パ ク 質 の 間 で 保 存 さ れ て い
た い く つ か の 推 定 リ ン 酸 化 配 列 を 図 5に 示 す 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン の リ ン 酸 化 は ヌ ク レ オ
プ ラ ス ミ ン の 核 へ の 移 行 と 、 そ の 活 性 と を 増 加 さ せ る と 考 え ら れ た （ Sealyら 、 1986； Cot
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tenら 、 1986； Vancurovaら 、 1995； Lenoら 、 1996） 。 同 様 に 、 リ ン 酸 化 は NPM2活 性 も 変 化
さ せ る だ ろ う 。 こ の よ う に 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト NPM2と ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス
ミ ン は ど ち ら も mRNAレ ベ ル で 卵 母 細 胞 （ お よ び 卵 子 ） 特 異 的 で あ り 、 最 も 高 い 一 致 度 を 示
す の で 、 哺 乳 類 NPM2と カ エ ル ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン と は オ ル ソ ロ グ で あ る と 結 論 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ６ ６ 】
Npm2遺 伝 子 の 構 造
3つ の 新 規 卵 母 細 胞 特 異 的 cDNAは す べ て オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 持 つ こ と が 、 研
究 に よ っ て わ か っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
マ ウ ス 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 、 完 全 長 cDNAの 1つ （ ク ロ ー ン 236-1） を 使 っ て 、
マ ウ ス 129/SvEvゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー （ Stratagene） を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 500,000個 の
フ ァ ー ジ を ス ク リ ー ニ ン グ し て 12個 の 陽 性 フ ァ ー ジ を 同 定 し た 。 オ ー バ ー ラ ッ プ し た こ れ
ら の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の う ち の 2つ 、 す な わ ち 236-13と 236-14（ 約 37kbの 全 ゲ ノ ム 配 列 ）
を 使 っ て 、 マ ウ ス Npm2遺 伝 子 の 構 造 を 決 定 し た 。 マ ウ ス は 9個 の エ ク ソ ン に よ っ て コ
ー ド さ れ 、 約 6.6kbに ま た が っ て い る （ 図 6な ら び に 図 7Aお よ び 7B（ 配 列 番 号 7A） ） 。 中 サ
イ ズ の 2つ の イ ン ト ロ ン （ イ ン ト ロ ン 4お よ び 5） が 、 こ の 遺 伝 子 サ イ ズ の 大 半 を 占 め て い
た 。 開 始 ATGコ ド ン は エ ク ソ ン 2に 存 在 し 、 終 止 コ ド ン は エ ク ソ ン 9に 存 在 し た 。 ス プ ラ イ
ス 供 与 部 位 と ス プ ラ イ ス 受 容 部 位 （ 図 7Aお よ び 7B（ 配 列 番 号 7） ） は げ っ 歯 類 動 物 に 見 い
だ さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 と よ く 一 致 し 、 す べ て の イ ン ト ロ ン -エ ク ソ ン 境 界 が 「 GT-AG」
則 に 従 っ て い た （ Senapathyら 、 1990） 。 コ ン セ ン サ ス ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 配 列 が 、
上 記 2つ の 単 離 cDNA中 に 存 在 す る ポ リ A領 域 の 上 流 に 見 い だ さ れ た （ 図 7Aお よ び 7B（ 配 列 番
号 7） ） 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ６ ８ 】
マ ウ ス 遺 伝 子 の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ
マ ウ ス で 遺 伝 子 の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ を 行 う と 、 マ ウ ス の 自 然 突 然 変 異 ま た は 誘 発 突 然 変 異
に 関 係 す る 候 補 遺 伝 子 が 同 定 さ れ る 。 単 離 さ れ た 新 規 卵 巣 特 異 的 cDNAの 機 能 解 析 を さ ら に
助 け る た め に 、 Research Geneticsの 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル （ Radiation Hybrid Pane
l） を 使 っ て 、 こ れ ら の マ ウ ス 遺 伝 子 を マ ッ ピ ン グ し た 。 こ の 技 術 を 使 っ て マ ッ ピ ン グ さ
れ た 遺 伝 子 を 表 3に 示 す 。 ま た 、 ヒ ト 染 色 体 上 の シ ン テ ニ ー 領 域 を 同 定 す る こ と に よ り 、
こ れ ら の 新 規 卵 巣 遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 が 、 こ れ ら の 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ る 既 知 の ヒ
ト 疾 患 の 候 補 遺 伝 子 で あ る と 同 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
マ ウ ス 遺 伝 子 を マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 本 研 究 者 ら は 、 Research Geneticsの 放 射 線
ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル 、 ジ ャ ク ソ ン ラ ボ ラ ト リ ー 戻 し 交 雑 DNAパ ネ ル マ ッ ピ ン グ リ ソ ー ス （ J
ackson Laboratory Backcross DNA Panel Mapping Resource） お よ び ジ ャ ク ソ ン ラ ボ ラ ト
リ ー マ ウ ス 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド デ ー タ ベ ー ス （ Jackson Laboratory Mouse Radiation Hyb
rid Database） を 利 用 し た 。 最 後 の エ ク ソ ン 内 に あ る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 17
： GCAAAGAAGCCAGTGACCAAGAAATGA） お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 18： CCTGATCATGC

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-502324 A 2005.1.27

Npm2 Npm2

Npm2

Npm2

Npm2



AAATTTTATTGTGGCC） を 使 っ て 、 マ ウ ス に は 存 在 す る が ハ ム ス タ ー に は 存 在 し な い 229bpの
断 片 を PCR増 幅 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 使 う こ と に よ っ て 、 マ ウ ス 遺 伝 子 は 14番
染 色 体 の 中 央 に マ ッ ピ ン グ さ れ た （ 図 8） 。 は D14Mit32と の 連 鎖 （ LODは 11.2） を 示 し
、 ま た D14Mit203と も 7.8の LODを 持 っ て い た 。 こ の 領 域 は ヒ ト 染 色 体 8p21と シ ン テ ニ ッ ク
で あ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ７ ０ 】
新 規 卵 巣 発 現 遺 伝 子 を 欠 く ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 作 出
上 で 得 た 遺 伝 子 配 列 を 使 っ て 、 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 中 の O1-180、 O1-184お よ び O1-236遺 伝 子
を 突 然 変 異 さ せ る た め の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 こ れ ら の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ
ク タ ー を hprt陰 性 AB2.1 ES細 胞 系 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し 、 HATお よ び FIAU中 で 選 択 す る
。 ク ロ ー ン を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に 処 理 し 、 5'お よ び 3'外 部 プ ロ ー ブ を 使 っ て ス ク
リ ー ニ ン グ す る 。 正 し い 突 然 変 異 を 持 つ ES細 胞 を 胚 盤 胞 に 注 入 し て キ メ ラ を 作 出 し 、 最 終
的 に は 突 然 変 異 型 O1-180、 O1-184お よ び O1-236遺 伝 子 に 関 す る ヘ テ ロ 接 合 体 お よ び ホ モ 接
合 体 を 作 出 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
O1-180、 O1-184お よ び O1-236の 発 現 は 卵 巣 に 限 定 さ れ て い た の で 、 こ れ ら の O1-180ノ ッ ク
ア ウ ト 、 O1-184ノ ッ ク ア ウ ト お よ び O1-236ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 生 存 可 能 で あ る が 、 こ れ
ら の 遺 伝 子 産 物 を 欠 く 雌 は 妊 性 が 変 化 し て い る （ す な わ ち 不 妊 、 低 受 胎 性 ま た は 超 受 胎 性
で あ る ） 可 能 性 が あ る と 、 本 発 明 者 ら は 予 想 す る 。 通 常 の 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 で 十 分 に 可
能 な 技 術 を 使 っ て 、 卵 胞 形 成 、 卵 形 成 ま た は 受 精 に 必 要 な 卵 巣 内 タ ン パ ク 質 に 関 係 す る 形
態 学 的 、 組 織 学 的 お よ び 生 化 学 的 情 報 に つ い て 、 突 然 変 異 マ ウ ス を 解 析 す る 。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 の 不 在 は 妊 性 が 増 加 ま た は 低 下 し た 雌 マ ウ ス を も た ら し う る と 予 想 さ れ る 。 こ れ
ら の 研 究 は 、 同 様 の 特 発 性 表 現 型 を 持 つ ヒ ト 生 殖 状 態 の 検 索 に つ な が る だ ろ う 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ７ ２ 】
O1-184ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 出
O1-184遺 伝 子 の 両 側 に ゲ ノ ム 配 列 を 配 置 し 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 受 精 卵 に
導 入 す る 。 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 卵 子 を 雌 宿 主 に 着 床 さ せ 、 子 孫 を 導 入 遺 伝
子 の 発 現 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 爬 虫 類 、 両 生 類 、 鳥
類 、 哺 乳 類 お よ び 魚 類 を 含 む （ た だ し こ れ ら に 限 ら な い ） 多 く の 動 物 の 受 精 卵 か ら 作 出 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の 動 物 は 、 O1-184を 過 剰 発 現 す る よ う に 、 ま た は 突 然 変 異 型 の O1
-184を 発 現 す る よ う に 作 出 さ れ る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ７ ３ 】
マ ウ ス Npm2の 卵 巣 特 異 的 発 現

遺 伝 子 産 物 の 細 胞 特 異 的 発 現 を 明 確 に す る た め に 、 野 生 型 マ ウ ス 卵 巣 を 使 っ て イ ン サ
イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 既 述 の よ う に 行 っ た （ Albrechtら 、 1997； Elvi
nら 、 1999） 。 簡 単 に 述 べ る と 、 C57B16/129SvEvマ ウ ス の 卵 巣 を 解 剖 し 、 PBS中 の 4％ パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 一 晩 固 定 し た 後 、 処 理 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 5mmに 薄 切 し た 。 断
片 O1-236を テ ン プ レ ー ト と し て 、 [a 3 2 P]-dUTPと 共 に 使 用 し 、 Riboprobe T7/SP6コ ン ビ ネ
ー シ ョ ン シ ス テ ム （ Promega） を 使 っ て 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 作 製 し た 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 1ス ラ イ ド あ た り 各 リ ボ プ ロ ー ブ に つ い て 5× 10 6 cpmを 使 っ て 、
50％ 脱 イ オ ン ホ ル ム ア ミ ド /0.3M NaCl/20mM Tris-HCl(pH8.0)/5mM EDTA/10mM NaPO 4 (pH8.
0)/10％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン /1× デ ン ハ ー ト 液 /0.5mg/ml酵 母 RNA中 、 50～ 55℃ で 、 16時 間 行
っ た 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 を 、 2× SSC/50％ ホ ル ム ア ミ ド お よ び 0.1× SSC中 、 65
℃ で 行 っ た 。 脱 水 し た 切 片 を NTB-2乳 剤 （ Eastman Kodak、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ロ チ ェ ス タ ー ）
に 浸 漬 し 、 40℃ で 4～ 7日 間 露 出 し た 。 ス ラ イ ド を 現 像 し 定 着 し た 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 染
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色 し 、 マ ウ ン ト し て 写 真 撮 影 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
Npm2遺 伝 子 産 物 は 卵 母 細 胞 特 異 的 だ っ た （ 図 9Aお よ び 9B） 。 プ ロ ー ブ は 成 長 す る す べ て の
卵 母 細 胞 で の 特 異 的 発 現 を 示 す 。 卵 母 細 胞 特 異 的 発 現 は 初 期 単 層 一 次 卵 胞 （ 3a型 ） に 初 め
て 認 め ら れ 、 単 層 3b型 卵 胞 と 、 胞 状 (an)卵 胞 を 含 む そ の 後 の す べ て の 段 階 で は 、 発 現 量 が
多 く な っ た 。 「 セ ン ス 」 プ ロ ー ブ は 、 こ の 卵 母 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 の シ グ ナ ル を 検 出 し な い
。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ７ ６ 】
NPM2の 細 胞 内 局 在
抗 NPM2抗 体 を 使 っ た マ ウ ス 卵 巣 の 免 疫 組 織 染 色 に よ っ て 、 NPM2タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を
決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
完 全 長 マ ウ ス NPM2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 、 PCRで 増 幅 す る こ と に よ り 、 開 始 コ ド
ン の 前 に BamH1部 位 を 導 入 し 、 停 止 コ ド ン の 前 に XhoI部 位 を 導 入 し た 。 Hisタ グ 付 き NPM2タ
ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 、 こ の PCR断 片 を pET-23b(+)（ Novagen） に ク ロ ー ニ ン グ し 、 配
列 決 定 を 行 っ て 突 然 変 異 が な い こ と を 確 認 し た 。 組 換 え NPM2タ ン パ ク 質 は pETシ ス テ ム マ
ニ ュ ア ル （ Novagen） に 記 載 さ れ て い る よ う に 精 製 し た 。 2頭 の ヤ ギ を 精 製 Hisタ グ 付 き NPM
2で 免 疫 処 置 し て 、 特 異 的 か つ 高 親 和 性 の 抗 体 を 産 生 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
卵 巣 を PBS中 の 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 2時 間 固 定 し 、 処 理 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 5
mmの 厚 さ に 薄 切 し た 。 ヤ ギ 抗 NPM2ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 、 Common Antibody Dilute（ Bi
oGenex） で 1： 2000に 希 釈 し た 。 同 じ ヤ ギ か ら 得 た 免 疫 前 ヤ ギ 血 清 を 対 照 と し て 使 用 し た
。 す べ て の 切 片 を Universal Blocking Reagent（ BiogGenex） 中 で 10分 間 ブ ロ ッ ク し 、 一
次 抗 体 と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 NPM2検 出 は 、 抗 ヤ ギ ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 お よ び New Fuschin基 質 （ BioGe
nex Laboratories, Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ラ モ ン ） を 使 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
1～ 8細 胞 胚 お よ び 胚 盤 胞 を 、 96ウ ェ ル 丸 底 プ レ ー ト に て 、 PBS中 の 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド で 、 2時 間 固 定 し 、 0.85％ 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 数 滴 の 1.5％ ア ガ ロ ー ス に 包 埋 し た 。 そ の ア
ガ ロ ー ス 含 有 胚 を 脱 水 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 上 述 の よ う に 解 析 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】

mRNAの 発 現 パ タ ー ン と 一 致 し て 、 NPM2タ ン パ ク 質 は 3型 段 階 か ら 胞 状 濾 胞 段 階 ま で 卵
母 細 胞 中 で 発 現 し て い た 。 ラ ン ダ ム 周 期 マ ウ ス で は 、 抗 NPM2抗 体 が 核 を 強 く 特 異 的 に 染 色
し た （ 図 9C） 。 卵 母 細 胞 核 は 卵 核 胞 （ GV） と も 呼 ば れ る 。 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ LH） の 排 卵
前 サ ー ジ は GV卵 母 細 胞 の 成 熟 を 加 速 し 、 GV崩 壊 （ GVB） を 促 進 す る 。 マ ウ ス に PMSGと hCGを
注 射 し て 過 剰 排 卵 を 誘 発 す る と 、 NPM2タ ン パ ク 質 は 卵 核 胞 崩 壊 後 に 胞 状 卵 胞 の 卵 母 細 胞 に
再 分 布 す る 。 排 卵 前 GVB卵 母 細 胞 で は 、 NPM2は 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 に 均 等 に 分 布 し て い た （
図 9D） 。 xNPM2は 受 精 後 の 精 子 DNA脱 凝 縮 お よ び 前 核 形 成 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
の で 、 こ の 再 分 布 に よ り 、 細 胞 質 NPM2が 受 精 時 に 精 子 核 と 相 互 作 用 す る た め に 適 正 な 位 置
に つ い た こ と が 示 唆 さ れ た 。 受 精 後 の NPM2発 現 を 調 べ る た め に 、 初 期 胚 を 固 定 し 、 薄 切 し
、 抗 NPM2抗 体 で 染 色 し た 。 接 合 子 で は 、 NPM2は 再 び 核 に 移 行 し 始 め た 。 図 9Eは 、 一 方 の 前
核 は 形 成 さ れ た が 他 方 は ま だ 完 成 し て お ら ず 、 多 少 の NPM2が ま だ 細 胞 質 に 存 在 す る と い う
中 間 段 階 を 示 し て い る 。 そ の 後 の あ る 時 点 で は （ 図 9F） 、 NPM2の す べ て が 前 核 内 に 存 在 し
た 。 2細 胞 胚 （ 図 9G） お よ び 8細 胞 胚 （ 図 9H） で は 、 抗 体 は 依 然 と し て も っ ぱ ら 核 内 に NPM2
タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 胚 盤 胞 （ 胎 生 3.5日 ） で は 、 NPM2が か な り 低 下 し た レ ベ ル で 依 然
と し て 検 出 さ れ た が 、 胎 生 6.5日 の 胚 で は 、 NPM2発 現 は 検 出 で き な か っ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ８ １ 】
マ ウ ス 遺 伝 子 の 標 的 破 壊 お よ び ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 作 出
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哺 乳 類 卵 母 細 胞 発 生 お よ び 初 期 胚 発 生 に お け る NPM2の 役 割 を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は
マ ウ ス 遺 伝 子 座 を ES細 胞 技 術 を 使 っ て 破 壊 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
エ ク ソ ン 2お よ び 3な ら び に エ ク ソ ン 4の ス プ ラ イ ス 接 合 部 を 欠 失 さ せ る た め に 、 用 の
タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ の 欠 失 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は 、 左 か ら 右 に 、
2.2kbの 5' ホ モ ロ ジ ー 、 PGK-hprt発 現 カ セ ッ ト 、 4.6kbの 3' ホ モ ロ ジ ー お よ び MC1-
tk（ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ ） 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。 線 状 化 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を
AB2.1 ES細 胞 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー ト し た 。 HAT（ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び
チ ミ ジ ン ） な ら び に FIAU［ 1-(2'-デ オ キ シ -2'-フ ル オ ロ -b-D-ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ル )-5'-ヨ
ー ド ウ ラ シ ル ］ を 含 む M15培 地 で 、 ES細 胞 ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 ES細 胞 の 培 養 お よ び 胚 盤
胞 の 収 集 と 注 入 は 、 以 前 に 、 Matzukら （ 1992） に 記 述 さ れ て い る 。 ゲ ノ ム サ ザ ン ブ ロ ッ ト
解 析 の た め に 、 BglII消 化 DNAを GeneScreen Plusナ イ ロ ン 膜 に 移 し 、 エ ク ソ ン 9配 列 に 相 当
す る 外 部 190bp PCR合 成 断 片 （ 3'プ ロ ー ブ ） で プ ロ ー ブ し た 。 DNAを BamH1で 消 化 し た 場 合
は 、 野 生 型 対 立 遺 伝 子 と ヌ ル （ tm1Zuk） 対 立 遺 伝 子 と を 識 別 す る た め に 、 内 部 20
0bp PCR合 成 断 片 （ 49bpエ ク ソ ン 1＋ 150bp 5'上 流 配 列 ） も 使 用 し た 。 DNAを Pst1で 消 化 し
た 場 合 は 、 137bpの エ ク ソ ン 2配 列 を 含 む PCR合 成 プ ロ ー ブ を 使 っ て 、 tm1Zuk対 立 遺 伝
子 に 関 し て ホ モ 接 合 性 の マ ウ ス に エ ク ソ ン 2が 存 在 し な い こ と を 検 証 し た 。 正 し く タ ー ゲ
テ ィ ン グ さ れ た 1つ の ES細 胞 ク ロ ー ン （ -118-B11と 呼 ぶ ） を 増 殖 さ せ 、 ES細 胞 を C57B1
/6胚 盤 胞 に 注 入 し て 、 キ メ ラ マ ウ ス を 取 得 し 、 最 終 的 に は そ こ か ら C57B16/129/SvEv雑 種
お よ び 129/SvEv同 系 交 配 F1子 孫 を 取 得 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 む エ ク ソ ン 2な ら び に エ ク ソ ン 3お よ び エ ク ソ ン 4ス プ ラ イ ス 接 合 部 を
欠 失 さ せ る た め に タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た （ 図 10A） 。 エ ク ソ ン 2以 外 の 部 分 で
は 、 残 り の 配 列 に は 他 に ATGは 1個 し か 存 在 せ ず （ エ ク ソ ン 6） 、 こ の ATGは 酸 性 ド メ イ ン の
下 流 に あ っ て 、 二 極 性 核 局 在 化 コ ン セ ン サ ス 配 列 の 間 に 位 置 し た 。 し た が っ て こ の ベ ク タ
ー は 、 ヌ ル 対 立 遺 伝 子 を も た ら し た 。 F1ヘ テ ロ 接 合 性 （ tmlZuk/+； こ こ で は
+ / - と 呼 ぶ ） マ ウ ス は 生 存 可 能 で 妊 性 で あ り 、 NPM2不 在 の 発 生 面 で の 帰 結 を 調 べ る た め に
こ れ を 交 雑 し た 。 こ れ ら の 交 雑 に よ っ て 得 ら れ た F2子 孫 230匹 の 遺 伝 子 型 解 析 （ 図 10B； 表
4） は 、 1:2:1と い う 通 常 の メ ン デ ル 比 に 従 い 、 同 じ よ う な 数 の 雄 お よ び 雌 ホ モ 接 合 体 （
- / - ） が 生 成 し た 。 し た が っ て 、 ホ モ 接 合 性 突 然 変 型 雄 お よ び 雌 マ ウ ス は 生 存 可 能

で あ り 、 正 常 な 性 分 化 を 持 つ よ う に 見 え る こ と か ら 、 は 誕 生 前 に は 必 要 な い こ と が 証
明 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　

ホ モ 接 合 体 と し て 遺 伝 子 型 別 さ れ た マ ウ ス が を 欠 い て い る こ と を 確 認 す る た め に
、 野 生 型 Npm2遺 伝 子 の エ ク ソ ン 2に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る cDNAプ ロ ー ブ を 使 っ て 、 サ ザ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 図 に 示 す よ う に （ 図 10C） 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 エ ク ソ ン 2を 欠 失 さ せ
た ホ モ 接 合 性 （ - / - ） マ ウ ス か ら 得 た DNAに は 、 な ん の シ グ ナ ル も 検 出 す る こ と が で き
な か っ た 。 さ ら に 、 ホ モ 接 合 体 お よ び 対 照 に 対 し て 、 免 疫 組 織 化 学 的 解 析 を 行 っ
た 。 ヘ テ ロ 接 合 型 対 照 か ら 得 た 卵 巣 に は NPM2タ ン パ ク 質 の 発 現 が 認 め ら れ る が （ 図 11Aお
よ び 11C） 、 ホ モ 接 合 体 卵 巣 中 の 卵 母 細 胞 に は タ ン パ ク 質 は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 11Bお よ
び 11D） 。 こ れ に よ り 、 tm1Zuk突 然 変 異 は ヌ ル 対 立 遺 伝 子 で あ り 、 ホ モ 接 合 体 は N
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PM2タ ン パ ク 質 を 完 全 に 欠 い て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ １ ８ ５ 】
Npm2の 喪 失 は 雌 の 不 妊 お よ び 低 受 胎 を も た ら す
生 殖 機 能 に お け る NPM2の 機 能 を 調 べ る た め に 、 成 体 ホ モ 接 合 性 雑 種 （ C57B1/6/129SvEv）
雄 ま た は 雌 マ ウ ス を 対 照 ハ イ ブ リ ッ ド マ ウ ス （ C57B1/6/129SvEv） と 交 雑 し た 。 mRNA
お よ び タ ン パ ク 質 の 雌 特 異 的 発 現 と 合 致 し て 、 - / - 雄 マ ウ ス は 妊 性 が あ り 、 精 巣 に 肉
眼 的 ま た は 組 織 学 的 欠 損 は な か っ た （ 非 掲 載 の デ ー タ ） 。 同 様 に 、 10匹 の 雌 ヘ テ ロ 接
合 体 を ヘ テ ロ 接 合 性 雄 と 5～ 8ヶ 月 の 間 の 交 雑 し た と こ ろ 、 8.55匹 /リ タ ー で 53リ タ ー の 子
孫 が 得 ら れ た （ 0.97リ タ ー /月 ） （ 表 5） 。 対 照 的 に 、 12匹 の Npm2 - / - 雌 マ ウ ス の う ち 9匹 だ
け が 5～ 8ヶ 月 の 間 に 妊 娠 し 、 平 均 で 2.75匹 /リ タ ー の 32リ タ ー を も た ら し た （ 0.43リ タ ー /
月 ） （ 表 5） 。 こ の よ う に 、 の 不 足 は 、 雌 で は 低 受 胎 お よ び 不 妊 に つ な が る が 、 雄 で
は そ の よ う な 影 響 は な い 。
【 ０ １ ８ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ １ ８ ７ 】

ヌ ル 受 精 卵 中 の 初 期 分 割 欠 損
- / - 雌 マ ウ ス に お け る 妊 性 欠 損 の 原 因 を 決 定 す る た め に 、 卵 巣 を ま ず 形 態 学 的 お よ び

組 織 学 的 に 調 べ た 。 - / - 卵 巣 と 対 照 卵 巣 の 間 に 肉 眼 レ ベ ル ま た は 組 織 学 的 レ ベ ル で 相
違 は な い （ 図 11Eお よ び 11F） 。 - / - 卵 巣 に は 黄 体 の 形 成 を 含 む 正 常 な 卵 胞 形 成 が 観 察
さ れ た こ と か ら 、 こ れ ら の マ ウ ス で は 排 卵 が 起 こ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
排 卵 が 起 こ る こ と を 確 認 す る た め に 、 ま た - / - マ ウ ス の 不 妊 お よ び 低 受 胎 の 原 因 を さ
ら に 調 べ る た め に 、 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 性 お よ び ホ モ 接 合 性 マ ウ ス の 薬 理 学 的 過 剰 排 卵 を
行 い 、 卵 子 を 卵 管 か ら 収 集 し 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
既 述 の よ う に （ Hoganら 、 1994； Matzukら 、 1996） 、 未 成 熟 （ 21～ 24日 齢 ） 雌 に 5IUの PMSG
（ 妊 馬 血 清 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン ） を 腹 腔 内 注 射 し 、 次 に 5IUの hCG（ ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン
） を 注 射 し て 、 過 剰 排 卵 を 誘 発 し た 。 注 射 し た マ ウ ス を 野 生 型 雄 マ ウ ス と 交 尾 さ せ た 。 翌
朝 、 こ れ ら の マ ウ ス の 卵 管 か ら 卵 子 を 収 集 し た 。 M2培 地 （ Sigma） 中 の 0.3mg/mlヒ ア ル ロ
ニ ダ ー ゼ を 使 っ て 卵 丘 細 胞 を 卵 子 か ら 取 り 出 し た 。 卵 子 は 、 5％ CO 2 お よ び 95％ 空 気 の 雰 囲
気 を 持 つ 37℃ の 湿 潤 培 養 器 中 、 軽 質 パ ラ フ ィ ン 油 で 覆 っ た M16培 地 （ Sigma） で 培 養 し た （
Hoganら 、 1994） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
DNAを 染 色 す る た め に 、 卵 子 を PBS中 で 1回 洗 浄 し 、 10mg/mlビ ス ベ ン ズ イ ミ ド （ Hoechst 33
258） を 含 む 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド /PBS中 、 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSで 2回
洗 浄 し 、 Fluoromount-Gで マ ウ ン ト し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ Axioplan2イ メ ー ジ ン グ 、 Carl Zeiss
） で 写 真 撮 影 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
21～ 24日 齢 マ ウ ス の 妊 馬 血 清 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン /ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 過 剰 排 卵 処 置 は
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、 - / - 雌 に 、 野 生 型 ま た は ヘ テ ロ 接 合 性 対 照 と 同 じ よ う な 数 の 排 卵 数 を も た ら し た （
表 6） 。 2 - / - と 対 照 と の 間 で 、 受 精 の 証 拠 で あ る 第 二 極 体 の 生 成 に 有 意 な 相 違 は な い の
で 、 2 - / - マ ウ ス の 卵 子 は 精 子 に よ っ て 正 常 に 受 精 さ れ る よ う に 見 え る 。 し か し 、 2 -
/ - マ ウ ス で は 、 1細 胞 胚 か ら 2細 胞 胚 へ の 分 割 に 、 大 き な 欠 損 が あ っ た 。 （ 表 6、 図 12A～ 12
D） 。 2細 胞 胚 の 数 が か な り 減 少 し た こ と の 他 に 、 奇 異 で 発 生 的 に 異 常 な 胚 が 24時 間 の イ ン
ビ ト ロ 培 養 中 に 現 れ た （ 図 12B） 。 対 照 卵 子 （ 図 12C） と は 異 な り 、 2 - / - 卵 子 は 、 現 在
の イ ン ビ ト ロ 培 養 ア ッ セ イ で は 、 4細 胞 胚 段 階 ま で 進 む こ と が で き な か っ た （ 図 12D） 。 し
た が っ て 、 2 - / - マ ウ ス に お け る 欠 損 は 、 胚 の 生 存 力 の 低 下 を 招 く よ う で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ １ ９ ３ 】
O1-180遺 伝 子 お よ び O1-180偽 遺 伝 子 の 構 造
ZAP-expressマ ウ ス 卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 完 全 長 O1-180 cDNAを 単
離 し た 。 ポ リ Aテ ー ル を 除 く と 、 完 全 長 O1-180 cDNAは 約 1.3kbで 、 ヌ ク レ オ チ ド 26か ら ヌ
ク レ オ チ ド 1108ま で の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド し て い る 。 O1-180 cDNAは
、 例 え ば マ ウ ス 16細 胞 胚 cDNAラ イ ブ ラ リ ー の EST（ AU044294） お よ び マ ウ ス 未 受 精 卵 cDNA
ラ イ ブ ラ リ ー の EST（ AU023153） な ど 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の い く つ か の ESTと 相 同 で あ る 。 O1
-180 cDNA ORFか ら 予 想 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 361ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 40kDaの 分 子 量 を 持
つ 。 公 開 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し た が 、 既 知 の タ ン パ ク 質 ホ モ ロ グ は 見 つ か ら な
か っ た 。 二 極 性 核 局 在 化 シ グ ナ ル が 333～ 350位 に 見 い だ さ れ る （ 配 列 番 号 19： Lys-Arg-Pr
o-His-Arg-Gln-Asp-Leu-Cys-Gly-Arg-Cys-Lys-Asp-Lys-Arg-Leu-Ser） こ と か ら 、 O1-180
は 卵 母 細 胞 核 ま た は 胚 核 に 移 行 し う る こ と が 強 く 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
マ ウ ス O1-180遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 マ ウ ス 129SvEv株 か ら 作 製 し た マ ウ ス ゲ
ノ ム lFix IIフ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 完 全 長 O1-180 cDNAを 使 っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
12個 の 独 立 し た λ 組 換 え ク ロ ー ン が 単 離 さ れ た 。 そ の う ち の 8つ は ユ ニ ー ク な ク ロ ー ン と
同 定 さ れ た の で 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 お よ び 配 列 決 定 に よ っ て さ ら に
特 徴 づ け た 。 驚 い た こ と に 、 こ の 遺 伝 子 の エ ク ソ ン 2の 650ヌ ク レ オ チ ド 上 流 か ら 始 ま る 1
つ の ゲ ノ ム イ ン サ ー ト DNAだ け が 、 O1-180遺 伝 子 の 3'部 分 と 一 致 し た 。 残 り の ク ロ ー ン は
、 O1-180 cDNAと 98％ 一 致 す る エ ク ソ ン を 持 つ 近 縁 の 遺 伝 子 に 対 応 し て い た 。 エ ク ソ ン の
相 違 に 基 づ い て 、 O1-180遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー お よ び 類 縁 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 設
計 し 、 逆 転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） を 行 っ た 。 脳 、 心 臓 、 肺 、 脾 臓 、 肝 臓 、
小 腸 、 胃 、 腎 臓 、 子 宮 、 精 巣 お よ び 卵 巣 を 含 む 8週 齢 C57マ ウ ス 組 織 由 来 の cDNAを テ ン プ レ
ー ト と し て 使 用 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 と 一 致 し て 、 O1-180 cDNAは も っ ぱ ら 卵 巣 だ
け で 増 幅 さ れ た 。 一 方 、 類 縁 遺 伝 子 cDNAは ど の 組 織 に も 検 出 で き な か っ た 。 こ れ に よ り 、
マ ウ ス ゲ ノ ム lFix IIフ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 類 縁 遺 伝 子 は 偽 遺 伝 子 で あ る
こ と が 示 さ れ た 。 BAC129SvJマ ウ ス ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 、 2組 の O1-180遺 伝 子 特 異 的 プ ラ
イ マ ー に よ る PCRで ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 BACク ロ ー ン が 1つ だ け 単 離 さ れ た 。 そ の B
ACお よ び lフ ァ ー ジ ク ロ ー ン の コ ー ド 領 域 全 体 お よ び エ ク ソ ン -イ ン ト ロ ン 境 界 の 配 列 決 定
に よ り 、 O1-180と O1-180偽 遺 伝 子 は ど ち ら も 4つ の エ ク ソ ン と 3つ の イ ン ト ロ ン と を 含 む こ
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と が 明 ら か に な っ た （ 図 14） 。 図 15に 示 す よ う に 、 エ ク ソ ン -イ ン ト ロ ン 境 界 は す べ て GT-
AGイ ン ト ロ ン ド ナ ー -ア ク セ プ タ ー ス プ ラ イ ス 則 に 合 致 し て い た 。 O1-180遺 伝 子 と 偽 遺 伝
子 と の 主 な 相 違 は 、 偽 遺 伝 子 の エ ク ソ ン 1に 13ntの ギ ャ ッ プ が 存 在 す る こ と で あ り 、 本 発
明 者 ら は 、 こ れ が フ レ ー ム シ フ ト を も た ら し 、 偽 遺 伝 子 で は エ ク ソ ン 2で 早 く も 停 止 が 起
き る と 考 え て い る 。 エ ク ソ ン 2の 配 列 は O1-180遺 伝 子 で も 偽 遺 伝 子 で も 同 一 で あ り 、 エ ク
ソ ン 3お よ び 4に は 一 塩 基 対 突 然 変 異 が あ る （ 図 15） （ 配 列 番 号 11お よ び 配 列 番 号 12） 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ １ ９ ５ 】
マ ウ ス 5番 染 色 体
全 ゲ ノ ム 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル T31（ McCarthyら 、 1997） を Resaerch Genetics（ ア ラ
バ マ 州 ハ ン ツ ビ ル ） か ら 購 入 し 、 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し た 。 パ ネ ル は 照 射 マ ウ ス
胚 初 代 細 胞 （ 129aa） を ハ ム ス タ ー 細 胞 と 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 構 築 さ れ た 。 O1-180の
ハ ム ス タ ー ホ モ ロ グ の 配 列 は わ か っ て い な い の で 、 ハ ム ス タ ー ホ モ ロ グ が 同 時 増 幅 さ れ る
危 険 を 最 小 限 に 抑 え る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス 配 列 の 3'非 翻 訳 領 域 か ら リ バ ー ス プ
ラ イ マ ー を 設 計 し た （ Makalowskiお よ び Boguski、 1998） 。 O1-180遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ
ー は （ 配 列 番 号 20） 5'-CTAGAAAAGGGGACTGTAGTCACT-3'フ ォ ワ ー ド お よ び （ 配 列 番 号 21） 5'
-TGCATCTCCCACACAAGTCTTGCC-3'リ バ ー ス と し た 。 偽 O1-180遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー は （ 配
列 番 号 22） 5'-CTAGAAAAGGGGACTATAGGCACC-3'フ ォ ワ ー ド お よ び （ 配 列 番 号 23） 5'-TGCATCT
CTCACACAAGTGTTGCT-3'リ バ ー ス と し た 。 こ れ ら 2組 の プ ラ イ マ ー の 特 異 性 を 、 A23ハ ム ス タ
ー DNAお よ び 129マ ウ ス DNAで 検 証 し た 。 PCR反 応 は 、 1mlの 各 パ ネ ル DNA、 1.25Uの Taq plati
num DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Gibco, メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） 、 付 随 試 薬 類 （ 0.25mM dNTP
類 、 1.5mM MgCl 2 、 1× PCR緩 衝 液 ） お よ び 0.4mMの 各 プ ラ イ マ ー を 含 む 最 終 液 量 15mlで 行 っ
た 。 94℃ で 4分 間 の 初 期 変 性 ス テ ッ プ の 後 、 30サ イ ク ル の 増 幅 （ 94℃ で 40秒 、 60℃ で 30秒
、 72℃ で 30秒 ） を 行 い 、 最 後 に 72℃ で 7分 間 の 伸 張 を 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
O1-180遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー と O1-180偽 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を そ れ ぞ れ 設 計 し 、 T3
1マ ウ ス 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル の 細 胞 系 DNA 100個 す べ て を 、 PCRに よ り 、 二 連 の ア ッ
セ イ で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 各 遺 伝 子 に 関 す る デ ー タ を Jackson Laboratory Mouse Radia
tion Hybrid Mapper Serverで の 解 析 に 供 し た 。 ど ち ら の 遺 伝 子 も マ ウ ス 5番 染 色 体 の 同 じ
領 域 に 位 置 し て い た 。 O1-180遺 伝 子 座 は 、 2つ の マ ー カ ー D5Buc48お よ び Txkの 間 、 40cMに
あ り 、 一 方 、 O1-180偽 遺 伝 子 は コ ー ド 遺 伝 子 座 の す ぐ 遠 位 側 、 Tecと D5Mit356の 間 、 41cM
に あ る （ 図 16） 。 こ れ は ヒ ト 染 色 体 4p12の 領 域 と シ ン テ ニ ッ ク で あ る 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ １ ９ ７ 】
マ ウ ス 卵 巣 に お け る O1-180の 局 在
O1-180特 異 的 プ ロ ー ブ を 使 っ て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 [α - 3 5

S]UTP標 識 ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス プ ロ ー ブ を 、 Riboprobe T7/T3コ ン ビ ネ ー シ ョ ン シ ス
テ ム （ Promega、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） に よ っ て 作 製 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は Albrechtら （ 1997） お よ び Elvinら （ 1999A） に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 っ た
。
【 ０ １ ９ ８ 】
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 こ れ ら の 卵 巣 内 で 卵 母 細 胞 に 局 在 し た O1
-180の 高 レ ベ ル な 発 現 が 明 ら か に な っ た 。 卵 母 細 胞 内 で の O1-180の 発 現 は 、 単 層 （ 一 次 ）
卵 胞 段 階 か ら 胞 状 卵 胞 段 階 ま で 顕 著 で あ っ た が 、 原 始 卵 胞 段 階 で は 発 現 は 認 め ら れ な か っ
た 。 ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で は 卵 胞 の 発 育 が 一 次 卵 胞 段 階 で 停 止 す る た め に 卵 胞 数 が 増 え
る の で 、 よ り 多 く の O1-180陽 性 卵 母 細 胞 が 各 切 片 に 検 出 さ れ た （ 図 13） 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ １ ９ ９ 】
O1-180の 解 析
当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り よ く 使 用 さ れ て い る 標 準 的 な 技 術 を 使 っ て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
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ト 解 析 を 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 卵 巣 mRNAを 野 生 型 お よ び GDF-9(-/-)マ ウ ス か ら 単 離 し
た 。 図 18は O1-180が 卵 巣 組 織 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り よ く 使 用 さ れ て い る 標 準 的 な 技 術 を 使 っ て ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 卵 巣 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 お よ び GDF-9(-/-)マ ウ ス か
ら 単 離 し た 。 O1-180に 対 す る 抗 体 を 使 っ て 、 組 換 え O1-180タ ン パ ク 質 の サ イ ズ を 天 然 O1-1
80タ ン パ ク 質 の サ イ ズ と 比 較 し た 。 図 19に よ り 、 組 換 え O1-180タ ン パ ク 質 は 、 GDF-9(-/-)
マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 卵 巣 に 由 来 す る 天 然 O1-180と 、 同 じ よ う な サ イ ズ を 持 つ こ と が 明 ら
か に な っ た 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ ２ ０ １ 】
O1-180の 細 胞 内 局 在
O1-180タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 を 、 マ ウ ス 卵 巣 を 抗 O1-180抗 体 で 免 疫 組 織 染 色 す る こ と に
よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
完 全 長 マ ウ ス O1-180タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを PCRで 増 幅 す る こ と に よ り 、 開 始 コ ド
ン の 前 に BamH1部 位 を 、 そ し て 停 止 コ ド ン の 前 に XhoI部 位 を 導 入 し た 。 こ の PCR断 片 を pET-
23b(+)（ Novagen） に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 Hisタ グ 付 き O1-180タ ン パ ク 質 を 製 造 し 、 配 列 決
定 し て 、 突 然 変 異 が 存 在 し な い こ と を 確 認 し た 。 組 換 え O1-180タ ン パ ク 質 は pET System M
anual（ Novagen） に 記 載 さ れ て い る よ う に 精 製 し た 。 2匹 の ヤ ギ を 精 製 し た Hisタ グ 付 き O1
-180で 免 疫 処 置 し て 、 特 異 的 か つ 高 親 和 性 の 抗 体 を 産 生 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
卵 巣 を PBS中 の 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 2時 間 固 定 し 、 処 理 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 5
mmの 厚 さ に 薄 切 し た 。 ヤ ギ 抗 O1-180ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を Common Antibody Dilute（ Bi
oGenex） で 1： 2000に 希 釈 し た 。 同 じ ヤ ギ か ら 採 取 し た 免 疫 前 ヤ ギ 血 清 を 対 照 と し て 使 用
し た 。 す べ て の 切 片 を Universal Blocking Reagent（ BiogGenex） 中 で 10分 間 ブ ロ ッ ク し
、 一 次 抗 体 と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Npm2検 出 は 、 抗 ヤ ギ ビ オ チ ン 化 二 次
抗 体 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 お よ び New Fuschin基 質 （ B
ioGenex Laboratories, Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン ラ モ ン ） を 使 っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
図 20に 、 マ ウ ス 卵 巣 に お け る O1-180の 免 疫 染 色 を 示 す 。 図 20に 示 す よ う に 、 O1-180タ ン パ
ク 質 は 、 マ ウ ス 卵 母 細 胞 お よ び 接 合 子 の 細 胞 質 に 特 異 的 に 局 在 す る が 、 こ の 時 点 よ り 後 で
は 消 失 し た 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ ２ ０ ５ 】
O1-180ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 作 出
O1-180遺 伝 子 を 突 然 変 異 さ せ る た め の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 、 単 離 さ れ た 配 列 か ら 構
築 し た （ 図 17） 。 哺 乳 類 卵 母 細 胞 の 発 生 お よ び 初 期 胚 発 生 に お け る O1-180の 役 割 を 調 べ る
た め に 、 本 発 明 者 ら は ES細 胞 技 術 を 使 っ て マ ウ ス O1-180遺 伝 子 座 を 破 壊 し た 。 翻 訳 開 始 コ
ド ン を 含 む エ ク ソ ン 1を 欠 失 さ せ る た め に タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 し た が っ
て 、 こ の ベ ク タ ー は O1-180ヌ ル 対 立 遺 伝 子 を も た ら し た 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ ２ ０ ６ 】
O1-180の 喪 失 は 雌 の 不 妊 お よ び 低 受 胎 を も た ら す
生 殖 機 能 に お け る O1-180の 機 能 を 調 べ る た め に 、 成 体 ホ モ 接 合 性 雑 種 （ C57B1/6/129/vEv
） 雄 ま た は 雌 マ ウ ス を 対 照 ハ イ ブ リ ッ ド マ ウ ス （ C57B1/6/129/SvEv） と 交 雑 し た 。 O1-180
 mRNAお よ び タ ン パ ク 質 の 雌 特 異 的 発 現 と 合 致 し て 、 O1-180 - / - 雄 マ ウ ス は 妊 性 が あ り 、 精
巣 に 肉 眼 的 ま た は 組 織 学 的 欠 損 は な か っ た 。 同 様 に 、 雌 O1-180ヘ テ ロ 接 合 体 を ヘ テ ロ 接 合
性 雄 と 5～ 8ヶ 月 の 間 の 交 雑 し た と こ ろ 、 7.1匹 /リ タ ー の 子 孫 が 得 ら れ た （ 表 7） 。 こ れ に
対 し 、 5～ 8ヶ 月 の 間 に 妊 娠 し た O1-180 - / - 雌 マ ウ ス は い な か っ た （ 表 7） 。 こ の よ う に 、 O1

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-502324 A 2005.1.27



-180の 欠 損 は 、 雌 で は 低 受 胎 お よ び 不 妊 に つ な が る が 、 雄 で は そ の よ う な 影 響 は な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
O1-180ヌ ル 受 精 卵 中 の 欠 損
O1-180 - / - 、 O1-180 + / - 雌 マ ウ ス に お け る 妊 性 欠 損 の 原 因 を 決 定 す る た め に 、 卵 巣 を ま ず 形
態 学 的 お よ び 組 織 学 的 に 調 べ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
排 卵 が 起 こ っ て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 ま た O1-180 - / - 、 O1-180 + / - マ ウ ス の 妊 性 お よ
び 低 受 胎 の 原 因 を さ ら に 調 べ る た め に 、 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 性 お よ び ホ モ 接 合 性 マ ウ ス の
薬 理 学 的 過 剰 排 卵 を 行 い 、 卵 子 を 卵 管 か ら 収 集 し 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 し た 。 図 21お よ び 表 8
に 示 す よ う に 、 2日 目 ま で に 、 わ ず か な O1-180 - / - 接 合 子 だ け が 2細 胞 段 階 に 発 育 し 、 そ れ
ら は い ず れ も 、 3日 目 ま で に 4細 胞 段 階 に 発 育 し な か っ た 。 こ れ は 大 半 が 2日 目 ま で に 2細 胞
胚 に 発 育 し 、 そ れ ら の う ち 大 半 が 3日 目 お よ び 4日 目 ま で に 胚 盤 胞 に 発 育 し た O1-180 + / - 接
合 子 と は 対 照 的 だ っ た 。 し た が っ て 、 O1-180 - / - マ ウ ス に お け る 欠 損 は 、 受 精 後 か ら 胚 盤
胞 の 発 生 ま で に 開 始 す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ ２ １ １ 】
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 解 析
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ニ ン グ は 、 あ る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 、 そ れ が 相 互 作 用 す る 他 の
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と に よ っ て 解 明 ま た は 特 徴 づ け る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
タ ン パ ク 質 O1-180ま た は O1-236ま た は O1-184を 、 興 味 あ る タ ン パ ク 質 の DNAと 共 に GAL4の D
NA結 合 ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 と し て 製 造 す る 。 こ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 発 現 さ
せ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド で 、 さ ま ざ ま な 標 的 タ ン パ ク 質 候 補 を コ ー ド す る
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さ ま ざ ま な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 融 合 さ れ た GAL4活 性 化 ド メ イ ン を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来
す る 代 表 プ ラ ス ミ ド を も 含 む 真 核 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。 も し 興 味 あ る タ ン パ ク 質 （ O1-180
、 O1-184ま た は O1-236） が 標 的 タ ン パ ク 質 と 物 理 的 に 相 互 作 用 す る の で あ れ ば 、 GAL4活 性
ド メ イ ン と GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と が つ な が れ 、 そ の 結 果 、 共 同 的 に 作 用 し て レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 の 転 写 を 促 進 す る こ と が で き る よ う に な る 。 O1-180、 O1-236ま た は O1-184タ ン パ ク
質 と 標 的 タ ン パ ク 質 候 補 と の 間 に 相 互 作 用 が 起 こ ら な い 場 合 は 、 GAL4成 分 は 離 れ た ま ま で
あ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 単 独 で は 促 進 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
本 発 明 お よ び そ の 利 点 を 詳 細 に 説 明 し た が 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に 規 定 す る 本 発 明 の 精 神
お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 さ ま ざ ま な 変 更 、 置 換 、 改 変 を 施 す こ と が で き る と 解
釈 す べ き で あ る 。 さ ら に ま た 、 本 願 の 範 囲 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 態 様 の プ ロ セ ス 、 装 置
、 製 造 、 組 成 物 、 手 段 お よ び ス テ ッ プ に 限 定 さ れ な い も の と す る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た 対
応 す る 態 様 と 実 質 的 に 同 じ 機 能 を 果 た す か 、 ま た は 実 質 的 に 同 じ 結 果 を も た ら す 、 既 存 の
ま た は 将 来 開 発 さ れ る プ ロ セ ス 、 装 置 、 製 造 、 組 成 物 、 手 段 、 方 法 ま た は ス テ ッ プ を 、 本
発 明 に 従 っ て 利 用 し て も よ い こ と は 、 本 発 明 の 開 示 か ら 、 当 業 者 に は す ぐ に 理 解 さ れ る だ
ろ う 。 し た が っ て 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 は 、 そ の よ う な プ ロ セ ス 、 装 置 、 製 造 、 組 成 物 、
手 段 、 方 法 ま た は ス テ ッ プ も 、 そ の 範 囲 に 包 含 す る も の と す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ５ 】
【 図 １ 】 卵 巣 特 異 的 遺 伝 子 の 多 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。 O1-180、 O1-184お よ び O1-236
プ ロ ー ブ を 使 っ て 、 全 RNAに 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 な っ た 。 図 に 示 す よ う に 、
こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 は 卵 巣 特 異 的 パ タ ー ン を 示 す （ OV, 卵 巣 ； WT, 野 生 型 ； -/-, ノ
ッ ク ア ウ ト ） 。 18Sお よ び 28Sリ ボ ソ ー ム RNAの 移 動 位 置 を 示 し て あ る 。 ど の レ ー ン も 負 荷
が ほ ぼ 等 し い こ と は 、 18S rRNA cDNAプ ロ ー ブ を 使 っ て 証 明 さ れ た 。 Br, 脳 ； Lu, 肺 ； He,
 心 臓 ； St, 胃 ； Sp, 脾 臓 ； Li, 肝 臓 ； Si, 小 腸 ； Ki, 腎 臓 ； Te, 精 巣 ； Ut, 子 宮 。
【 図 ２ 】 マ ウ ス 卵 巣 に お け る 卵 巣 特 異 的 遺 伝 子 の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
解 析 。 O1-180（ 図 2A～ 2B） 、 O1-184（ 図 2C～ 2D） お よ び O1-236（ 図 2E～ 2F） に 対 す る ア ン
チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 使 っ て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た 。 図 2A、 2C
お よ び 2Eは 卵 巣 の 明 視 野 解 析 で あ る 。 図 2B、 2Dお よ び 2Fは 同 じ 卵 巣 切 片 の 暗 視 野 解 析 で あ
る 。 ど の 遺 伝 子 も 、 単 層 一 次 卵 胞 段 階 （ 小 さ い 矢 印 ） か ら 始 ま り 胞 状 卵 胞 段 階 （ 大 き い 矢
印 ） ま で 続 く 卵 母 細 胞 に お け る 特 異 的 発 現 を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 マ ウ ス 卵 巣 に お け る O1-236の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 。 プ ロ
ー ブ O1-236（ 部 分 2 cDNA断 片 ） を 使 っ て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行
な っ た 。 同 じ 成 体 卵 巣 切 片 中 の O1-236 mRNAの 明 視 野 解 析 （ 図 3A） お よ び 暗 視 野 解 析 （ 図 3
B） 。 こ の プ ロ ー ブ に よ り 、 成 長 中 の す べ て の 卵 母 細 胞 で 、 特 異 的 発 現 が 示 さ れ る 。 卵 母
細 胞 特 異 的 発 現 は 初 期 単 層 一 次 卵 胞 （ 3a型 ） に 初 め て 認 め ら れ 、 単 層 3b型 卵 胞 と そ れ 以 降
の す べ て の 段 階 （ 胞 状 （ an） 卵 胞 を 含 む ） で は 発 現 量 が 多 く な る 。
【 図 ４ 】 Npm2 cDNAを 表 す 図 。 マ ウ ス 2 cDNA配 列 （ 984bp） と 、 マ ウ ス 卵 巣 cDNAラ イ ブ
ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の う ち の 2つ の 概 略 図 。 元 の O1-236プ ロ ー ブ （ 749bp） を 一
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番 上 に 示 す 。 こ れ は 2オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 全 体 を 包 含 す る 。 こ の オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 中 実 の 四 角 形 ） は 621bpで あ り 、 5'UTR配 列 と 3'UTR配 列 （ 細 い 線 ）
は そ れ ぞ れ 155bpお よ び 205bpで あ る 。 ポ リ A配 列 は 描 か れ て い な い 。 ク ロ ー ン 236-1（ Npm2
） は 野 生 型 卵 巣 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 、 ク ロ ー ン 236-3は ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 c
DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 。 ク ロ ー ン 236-3（ ポ リ A配 列 を 除 い て 984bp） は 、 ク ロ ー
ン 263-1（ ポ リ A配 列 を 除 い て 979bp） よ り 5'末 端 が 4bp、 3'末 端 が 1bp長 い 。
【 図 ５ 】 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ 配 列 番 号 15） 、 マ ウ ス （ 配 列 番 号 6） お よ び ヒ ト （ 配 列 番
号 9） NPM2タ ン パ ク 質 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 保 存 。 NCBI blast検 索 ツ ー ル お よ び Megalignソ フ
ト ウ ェ ア を 使 っ て 、 マ ウ ス （ m） 、 ヒ ト （ h） お よ び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル NPM2ア ミ ノ 酸 配 列
を 比 較 す る と 、 高 い 一 致 度 （ 青 色 で 強 調 し た ア ミ ノ 酸 ） が 明 ら か に な る 。 ア ミ ノ 酸 の 間 の
空 白 は 整 列 を 助 け る た め の ギ ャ ッ プ を 示 す 。 保 存 さ れ た 二 極 性 核 移 行 シ グ ナ ル （ 赤 色 ） 、
高 度 に 酸 性 な ヒ ス ト ン お よ び プ ロ タ ミ ン 結 合 領 域 （ 赤 色 ） な ら び に い く つ か の 保 存 さ れ た
カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ II（ CK2） お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C（ PKC） リ ン 酸 化 部 位 （ 下 線 を 引
き 「 CK」 ま た は 「 PKC」 と 記 す ） も 特 定 さ れ て い る 。 ヌ ク レ オ プ ラ ス ミ ン 中 の 保 存 さ れ て
い な い 他 の 予 想 リ ン 酸 化 部 位 は 示 し て い な い 。
【 図 ６ Ａ － Ｂ 】 マ ウ ス 2遺 伝 子 の 構 造 （ 図 6A） 。 マ ウ ス 129/SvEvラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離
し た 2つ の オ ー バ ー ラ ッ プ 組 換 え ラ ム ダ ク ロ ー ン （ 236-13お よ び 236-14） を 上 側 に 示 し 、
2遺 伝 子 の 拡 大 概 略 図 も 図 示 す る 。 中 空 の 四 角 形 は 非 翻 訳 領 域 を 表 し 、 中 実 の 黒 い 四 角

形 は タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 表 す 。 236-13イ ン サ ー ト は 約 19.0kbで あ り 、 236-14イ ン サ ー
ト は 約 21.0kbで あ る 。 コ ン テ ィ グ 全 体 は 約 37kbで あ る 。 図 に 示 す よ う に 、 2遺 伝 子 の 9
個 の エ ク ソ ン は す べ て 、 一 本 の 6.9kb XbaI（ X） 断 片 上 に 包 含 さ れ る 。 エ ク ソ ン お よ び イ
ン ト ロ ン の サ イ ズ を 下 側 に 示 す 。 略 号 ： B, BamH1； （ B） , 予 想 さ れ る が マ ッ ピ ン グ さ れ
て い な い BamH1； （ N） , フ ァ ー ジ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の NotI。 図 6Bは ヒ ト 遺 伝 子 の 構 造
を 示 す 。
【 図 ７ Ａ － Ｂ 】 マ ウ ス 2遺 伝 子 （ 配 列 番 号 7） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 6） 。 大 文
字 は 2 cDNA配 列 と の 配 列 の 一 致 を 表 し 、 5'お よ び 3'非 転 写 配 列 な ら び に イ ン ト ロ ン 配
列 は 小 文 字 で 示 す 。 予 想 転 写 開 始 コ ド ン 、 終 止 コ ド ン お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 配 列
に は す べ て 下 線 を 引 く 。 左 側 の 数 字 は ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 コ ド ン 36の 下 線 付 き 太 字 「 T」 、
ア ミ ノ 酸 26の 太 字 「 c」 お よ び 3'UTR配 列 中 の 下 線 付 き 太 字 「 C」 は 、 cDNA配 列 と 遺 伝 子 配
列 の 間 の 相 違 を 示 す 。 矢 印 は cDNA配 列 に お け る O1-236断 片 の 開 始 点 と 終 了 点 を 示 し て い る
。
【 図 ８ 】 マ ウ ス 2遺 伝 子 の 染 色 体 局 在 。 （ 上 ） 14番 染 色 体 デ ー タ を 示 す Jackson Labora
toryの T31放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た 地 図 。 こ の 地 図 は 上 端 近 く に セ ン ト
ロ メ ア を 置 い て 描 か れ て い る 。 隣 接 す る 遺 伝 子 座 間 の 距 離 を 、 セ ン チ レ イ (3000)の 単 位 で
染 色 体 線 の 左 に 示 す 。 い く つ か の 14番 染 色 体 MITマ ー カ ー の 位 置 を 右 側 に 示 す 。 マ ウ ス
2遺 伝 子 は D14Mit203と D14Mit32の 間 に 位 置 す る 。 欠 落 し た タ イ ピ ン グ は 割 り 当 て が 疑 わ し
く な い 場 合 は 周 辺 デ ー タ か ら 推 論 し た 。 （ 下 ） 2に 連 鎖 す る 遺 伝 子 座 を 含 む 14番 染 色 体
の 一 部 を 示 す Jackson Laboratoryの T31放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド デ ー タ ベ ー ス か ら 得 た ハ プ ロ
タ イ プ 図 。 遺 伝 子 座 は 最 も 近 位 を 上 端 に し て ベ ス ト フ ィ ッ ト 順 に 挙 げ ら れ て い る 。 黒 い 四
角 形 は そ の マ ウ ス 断 片 に つ い て 陽 性 と 判 定 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 株 を 表 し 、 白 い 四 角 形
は 陰 性 と 判 定 さ れ る 細 胞 株 を 表 す 。 灰 色 の 四 角 形 は タ イ ピ ン グ さ れ て い な い 株 ま た は 不 明
瞭 な 株 を 示 す 。 各 ハ プ ロ タ イ プ を 持 つ 株 の 数 を 、 四 角 形 の 縦 列 の そ れ ぞ れ の 下 に 示 す 。 欠
落 し た タ イ ピ ン グ は 割 り 当 て が 疑 わ し く な い 場 合 は 周 辺 デ ー タ か ら 推 論 し た 。
【 図 ９ 】 マ ウ ス 卵 巣 お よ び 初 期 胚 中 の Npm2 mRNAお よ び NPM2タ ン パ ク 質 の 解 析 。 プ ロ ー ブ O
1-236（ 部 分 Npm2 cDNA断 片 ） を 使 っ て イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
同 じ 成 体 卵 巣 切 片 中 の O1-236 mRNAの 明 視 野 解 析 （ 図 9A） お よ び 暗 視 野 解 析 （ 図 9B） 。 （
図 9C） 3型 卵 胞 （ 矢 印 ） か ら 胞 状 卵 胞 ま で の 卵 母 細 胞 の 核 （ 明 赤 色 ） 内 の NPM2が 染 色 さ れ
た 、 5週 齢 の マ ウ ス か ら 得 た 卵 巣 の 免 疫 組 織 化 学 像 。 （ 図 9D） 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ hCG） で
誘 発 し た 排 卵 前 GVB卵 母 細 胞 で は 、 NPM2が 細 胞 質 内 で 一 様 に 染 色 さ れ る （ 矢 印 ） 。 LH（ hCG
） 非 応 答 性 前 胞 状 卵 胞 （ 右 上 ） は NPM2タ ン パ ク 質 が 核 に 局 在 し た 卵 母 細 胞 を 示 し 続 け る 。
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（ 図 9E） 受 精 後 、 NPM2は 前 核 に 局 在 し 始 め る 。 1つ の 前 核 （ 矢 印 ） の 形 成 は 形 成 途 中 で あ
り 、 一 部 の NPM2染 色 は こ の 初 期 単 細 胞 胚 の 細 胞 質 中 に 存 在 し 続 け て い る 。 （ 図 9F） NPM2が
細 胞 質 に ほ と ん ど 残 っ て い な い 発 育 の 進 ん だ 単 細 胞 胚 で は 前 核 が 強 く 染 色 さ れ る 。 NPM2抗
体 は 2細 胞 胚 （ 図 9G） お よ び 8細 胞 胚 （ 図 9H） の 核 も 特 異 的 に 染 色 す る 。
【 図 １ ０ Ａ － Ｂ 】 ヘ テ ロ 接 合 体 交 雑 か ら 得 ら れ る 子 孫 の 遺 伝 子 型 解 析 お よ び の ノ ッ ク
ア ウ ト を 行 う た め の 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ コ ン ス ト ラ ク ト 。 （ 図 10A） エ ク ソ ン 2、 エ ク ソ
ン 3、 お よ び エ ク ソ ン 4の 接 合 部 を 欠 失 さ せ る た め に 使 用 し た タ ー ゲ テ ィ ン グ 戦 略 。 PGK-hp
rtお よ び MC1-tk発 現 カ セ ッ ト を 示 す 。 組 換 え は 5'プ ロ ー ブ お よ び 3'プ ロ ー ブ を 使 っ た サ ザ
ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 検 出 し た （ B, BamH1； Bg, BglII； P, PstI） 。 （ 図 10B） Npm2 + / -

マ ウ ス の 交 雑 に よ っ て 作 出 し た マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。 D
NAを BglIIで 消 化 し た 場 合 、 3'プ ロ ー ブ で は 野 生 型 の 7.5kbバ ン ド と 突 然 変 異 型 の 10.3kbバ
ン ド が 確 認 さ れ る 。 （ 図 10C） DNAを Pst1で 消 化 し た 場 合 、 エ ク ソ ン 2プ ロ ー ブ は 野 生 型 の 4
.5kb断 片 だ け を 検 出 し た 。
【 図 １ １ 】 野 生 型 、 2 + / - お よ び 2 - / - マ ウ ス か ら 得 た 卵 巣 の 組 織 学 的 解 析 。 （ 図 11A
～ 11D） 卵 母 細 胞 の 核 内 の 2が 染 色 さ れ た 、 6週 齢 の マ ウ ス か ら 得 ら れ た 卵 巣 の 免 疫 組 織
化 学 像 （ 図 11Aお よ び 図 11Cは 2 + / - 卵 巣 の 像 ； 図 11Bお よ び 図 11Dは 2 - / - 卵 巣 の 像 ） 。
（ 図 11E～ 11F） 12週 齢 マ ウ ス の 野 生 型 卵 巣 （ 図 11E） お よ び 2 - / - 卵 巣 （ 図 11F） か ら 得
ら れ た 、 卵 巣 の PAS（ 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ ） /ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 像 。 矢 印 は 大 き い 胞 状 卵 胞
を 表 す 。 「 CL」 は 黄 体 を 意 味 す る 。
【 図 １ ２ 】 - / - マ ウ ス お よ び 対 照 マ ウ ス か ら 得 た 卵 子 の イ ン ビ ト ロ 培 養 お よ び そ の 受
精 卵 の DNAの 蛍 光 標 識 。 過 剰 排 卵 後 に 未 熟 マ ウ ス の 卵 管 か ら 卵 子 を 単 離 し 、 イ ン ビ ト ロ 培
養 し た 。 24時 間 お よ び 48時 間 培 養 し た 時 点 で 顕 微 鏡 写 真 を 撮 影 し た 。 （ 図 12A、 12C） 野 生
型 マ ウ ス か ら 得 た 卵 子 の 大 半 は 分 裂 し て 24時 間 ま で に 2細 胞 胚 を 形 成 し た 。 一 部 の 2細 胞 胚
は 48時 間 の 培 養 後 に 4細 胞 段 階 ま で 進 行 し た 。 （ 図 12B、 12D） - / - マ ウ ス か ら 得 た 卵 子
で 2細 胞 胚 に 分 割 し た も の は ご く わ ず か だ っ た 。 48時 間 の 培 養 後 に 4細 胞 胚 は 検 出 さ れ な か
っ た 。 - / - マ ウ ス か ら は 発 生 的 に 異 常 な 胚 ま た は ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た ら し い 胚 が
い く つ か 検 出 さ れ た 。
【 図 １ ３ 】 マ ウ ス 卵 巣 に お け る O1-180の 局 在 。 PMSG処 理 し た 野 生 型 卵 巣 （ 図 13Aお よ び 13B
） な ら び に ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 （ 図 13C～ 13F） に お け る O1-180の 発 現 を 、 特 異 的 ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ を 使 っ た イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 解 析 し た 。 野 生
型 卵 巣 で は 、 初 期 一 次 卵 胞 段 階 （ 3a型 ） か ら 排 卵 卵 胞 段 階 ま で は O1-180遺 伝 子 の 発 現 が 検
出 で き た が 、 原 始 卵 胞 で は 検 出 で き な か っ た 。 ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で は 、 一 次 卵 胞 段 階
で の 卵 胞 発 育 の 停 止 に よ っ て 単 位 体 積 あ た り の 卵 胞 数 が 増 加 し 、 よ り 多 く の O1-180陽 性 シ
グ ナ ル が 各 切 片 に 検 出 さ れ た 。 図 13A、 13Cお よ び 13Eは 卵 巣 の 明 視 野 解 析 で あ り 、 図 13B、
13Dお よ び 13Fは 同 じ 卵 巣 切 片 の 対 応 す る 暗 視 野 解 析 で あ る 。 図 13Eお よ び 13Fは 図 13Cお よ
び 13Dに 示 し た も の と 同 じ 切 片 の 強 拡 大 像 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 O1-180遺 伝 子 （ 配 列 番 号 11） お よ び O1-180偽 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 12） の 構 造 。 O1
-180偽 遺 伝 子 お よ び O1-180遺 伝 子 の 線 図 を 上 側 に 示 し 、 こ の 直 線 地 図 を 構 築 す る 際 に 重 要
だ っ た ユ ニ ー ク 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 下 側 に 示 す 。 エ ク ソ ン と イ ン ト ロ ン は 同 じ
縮 尺 で 描 か れ て い る 。 四 角 形 は エ ク ソ ン を 表 し 、 斜 線 部 は タ ン パ ク 質 コ ー ド 部 分 を 表 し 、
中 実 部 は 非 翻 訳 領 域 を 表 す 。 四 角 形 を つ な ぐ 線 は イ ン ト ロ ン を 表 す 。 O1-180ps： O1-180偽
遺 伝 子 ； O1-180： O1-180遺 伝 子 ； B： BamHI； S： SalI； X： XhoI。
【 図 １ ５ Ａ － Ｂ 】 O1-180遺 伝 子 と O1-180偽 遺 伝 子 の 比 較 。 エ ク ソ ン の 配 列 、 エ ク ソ ン -イ
ン ト ロ ン 境 界 お よ び 各 イ ン ト ロ ン の サ イ ズ を 示 す 。 2つ の 遺 伝 子 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド
と コ ン セ ン サ ス ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 に 下 線 を 引 く 。 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ び 停 止 コ ド ン を 太
字 で 示 す 。 大 文 字 ： エ ク ソ ン 配 列 ； 小 文 字 ： イ ン ト ロ ン 配 列 。
【 図 １ ６ 】 O1-180遺 伝 子 （ A） お よ び そ の 類 縁 偽 遺 伝 子 （ B） に 最 も よ く 連 鎖 す る マ ー カ ー
の 位 置 を セ ン チ モ ル ガ ン （ cM） の 単 位 で 表 す マ ウ ス 5番 染 色 体 の 地 図 （ Jackson Laborator
y Bioinfomatics Serverで 作 成 さ れ た デ ー タ お よ び 地 図 ） 。
【 図 １ ７ 】 O1-180用 の 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ コ ン ス ト ラ ク ト 。 エ ク ソ ン 1を 欠 失 さ せ る た
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め に 使 用 し た タ ー ゲ テ ィ グ 戦 略 。 PGK-hprtお よ び MC1-tk発 現 カ セ ッ ト を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 さ ま ざ ま な 組 織 に お け る O1-180 mRNA発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。
【 図 １ ９ 】 組 換 え O1-180の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。
【 図 ２ ０ 】 マ ウ ス 卵 巣 中 の O1-180の 免 疫 染 色 。 抗 O1-180ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ヤ ギ に 産 生
さ せ た も の ） を IHCに 使 っ て 、 マ ウ ス 卵 巣 切 片 に お け る O1-180の 発 現 を 検 出 し た 。 図 20A～
20Dは 野 生 型 卵 巣 で あ る 。 図 20E～ 図 20Fは ノ ッ ク ア ウ ト 卵 巣 で あ る 。 図 20bは 正 常 ヤ ギ
血 清 を 使 っ た 陰 性 対 照 で あ る 。 O1-180タ ン パ ク 質 は マ ウ ス 卵 母 細 胞 お よ び 接 合 子 の 細 胞 質
に 特 異 的 に 局 在 し た が 、 こ の 時 点 後 に 消 失 す る 。 染 色 は O1-180タ ン パ ク 質 の 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 O1-190マ ウ ス 胚 の イ ン ビ ト ロ 培 養 。 図 21Aは O1-180 + / - マ ウ ス か ら 培 養 し た 胚 を
表 し 、 図 21Bは O1-180 - / - マ ウ ス か ら 培 養 し た 胚 を 表 す 。 M16培 地 で の イ ン ビ ト ロ 培 養 の 3日
目 に 、 ほ と ん ど の 対 照 胚 は 桑 実 胚 段 階 ま た は 胚 盤 胞 段 階 に 進 行 し た が 、 O1-180ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス の 接 合 子 は ま だ 単 細 胞 ま た は 2細 胞 段 階 の ま ま だ っ た 。
【 図 ２ ２ 】 ヒ ト O1-180タ ン パ ク 質 と マ ウ ス O1-180タ ン パ ク 質 の 比 較 を 示 す 図 。 相 違 す る 残
基 に 下 線 を 引 く 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 91.3％ の 類 似 度 を 持 つ 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ Ａ 】
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【 図 １ ５ Ｂ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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